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RESUMEN
La familia Ras GTPasas incluye las isoformas H-Ras, K-Ras y N-Ras. A pesar de sus grandes
similaridades bioquímicas y biológicas, en los últimos años se han acumulado un gran número de
evidencias que apuntan a que estas proteínas no son funcionalmente redundantes. Una de las estrategias
más extendidas para esta familia de GTPasas es la utilización de los mulantes dominantes inhibitorios de
Ras, que son capaces de bloquear específicamente la activación de sus respectivas proteínas salvajes. Así,
H-Ras N17 ha demostrado ser un reactivo extremadamente útil para estudiar las funciones de Ras. A pesar
de lo extendido de su utilización, hasta la fecha no se ha realizado ningún estudio comparativo de las
especificidades inhibitorias los mulantes H-Ras N17. K-Ras N17 y N-Ras NI7. En este trabajo
demostramos que los mulantes H% K- y N-Ras N17presentan marcadas diferencias en sus especificidades
inhibitorias con respecto a H-, K- y N-Ras. H-Ras N 17 es capaz de inhibir la activación de las tres
isoformas de Ras. K-Ras N17 inhibe completamente la activación de K-Ras y ligeramente la de H-Ras. N-
Ras N 17 inhibe principalmente a N-Ras. A la luz de descubrimientos recientes, que apuntan a que las
proteínas H-Ras y K-Ras están compartimentalizadas en distintos microdominios membrana plasmática,
hemos realizado el primer estudio de la microlocalización celular de N-Ras, En conjunto, nuestros
resultados indican que la especificidad inhibitoria de los mulantes Ras NI7. está relacionado con la
localización de las distintas isoformas de Ras en diferentes microdominios de membrana.
SUMMARY
Ras GTPases include the isoforms H-Ras. K-Ras and N-Ras. Despite their great biochemica! and
biológica! similarities, evidence is mounling suggesting that Ras proteins may not be functionally
redundant. A widespread strategy for studying small GTPases is the utilization of dominant inhibitory
mutants that specifically block ihe activation of their respective wild-type proteins. As such, H-Ras N17
has proved to be extremely valuable as a tool to probé Ras functions. However. a comparative study on the
inhibitory specificities of H-, K- and N-Ras N17 mutanis has not been approached thus far. Herein, we
demónstrate that H-, K- and N-Ras NI7 mutants exhibit markedly distinct inhibitory effects towards H-, K-
, and N-Ras. H-Ras N17 can effecñvely inhibit the activation of all three isoforms. K-Ras N17 completely
blocks the activation of K-Ras and is only slightly inhibitory on H-Ras. And N-Ras N17 can mainly inhibit
N-Ras activation. In light of the recent data on the compartmentalization of H-Ras and K-Ras in the plasma
membrane, here we present for the first time a description of N-Ras cellular microlocalization. Overall, our
results on Ras N17 mutants specificities exhibit a marked correlación with the localizaron of the Ras
isoforms to distinct membrane microdomains
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1. INTRODUCCIÓN
Introducción
1 INTRODUCCIÓN
1.1 PROTEÍNAS DE LA FAMILIA Ras.
Las proteínas de la familia Ras forman parte de la superfamilia de GTPasas Ras
que, en mamíferos, está formada por más de 60 miembros. Todos los miembros de esta
familia son proteínas G monoméricas de 20-25 kDa capaces de unir nucleótidos de
guanina y todos mantienen un alto grado de homología estructural y funcional, actuando
como interruptores moleculares en múltiples rutas de transducción de señales. En virtud
de su estructura y función actualmente se clasifican en seis familias representadas por las
proteínas Ras, Rho, Rab, Ran, Rad y Arf (Malumbres et al. 1998, Crespo y León 2000).
La familia Ras se divide a su vez en función de la homología de su dominio efector en
las subfamilias: Rap (Rap-IA, Rap-IB, Rap-2A y Rap-2B), R-Ras (R-Ras, TC21/R-Ras2,
y R-Ras3), Ral (RalA y RalB), Rheb, M-Ras y la subfamilia Ras que incluye a H-Ras, K-
Ras A, K-Ras B, y N-Ras (Crespo y León 2000)
RHO RhaB
RAS
ARF RAN
Figura 1. Dendrograma por homología de secuencia de las proteínas de la familia Ras.
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1.1.1GENES ras EN MAMÍFEROS
1.1.1.1 ESTRUCTURA
Los genes ras aparecen altamente conservados a lo largo de la evolución de los
organismos eucariotas. En mamíferos existen tres genes H-ras, K-ras y N-ros que
presentan una homología del 80% (Barbacid 1987). Los tres genes están formados por
cuatro exones codificantes y un exón 5' no codificante (exón <f>) y se diferencian
considerablemente en los tamaños y secuencias de sus intrones. En humanos el locus de
H-ras tiene una longitud de 3 kb, N-ros mide 7 kb y K-ras ocupa mas de 35 kb. Los tres
genes aparecen localizados en distintos cromosomas. El gen K-ras es particular, porque
presenta dos cuartos exones codificantes (4A y 4B), que dan lugar a dos isoformas de
splicing alternativo K-RasA y K-Ras B que se diferencian entre sí en los 25 aminoácidos
de su extremos carboxilo terminal (Barbacid 1987: Lowy y Willumsen 1993).
En todos los mamíferos estudiados hasta el momento aparecen presentes los tres
genes ras, manteniendo un alto grado de conservación, lo que sugiere que las
duplicaciones que han dado lugar a la aparición de los tres genes ras tuvieron lugar antes
de la radiación evolutiva de los mamíferos (Barbacid 1987).
1.1.1.2 EXPRESIÓN GÉN1CA
Los tres genes ras presentan promotores ricos en GC, carentes de motivo TATA,
lo que es característico de genes house-keepeing. Algunos elementos reguladores de la
expresión de ras se encuentran localizados en la región 5 ' del gen y en el primer intrón de
los tres genes (Paciucci y Pellicer 1991; Jeffers y Pellicer 1994). Existen otros elementos
que regulan la expresión de H-Ras en el extremo 3' (Lowy y Willumsen 1993). Los genes
ras de mamíferos aparecen expresados en todos los tipos celulares y órganos, aunque los
Introducción
niveles relativos de cada isoforma varían a lo largo del desarrollo embrionario y en
distintos tejidos adultos (León et al. 1987), pero en cualquier caso siempre se observa
expresión de todas las isoformas.
Hoy en día parece estar claro que los niveles de ARNm de ras son relativamente
constantes en la célula. Aunque la expresión de los tres genes ras aparece ligeramente
incrementada con la presencia de suero (Quincoces et al. 1995).También existe una
regulación cruzada en la inducción transcripción al de los tres genes ras debida a la
presencia de un elemento localizado en un área fuera del promotor (Quincoces et al.
1997). En el caso de N-ras, parece que el gen unr, situado justo upstream de este en el
cromosoma, estría ejerciendo una función de regulación negativa de la expresión de N-
Ras (Boussadia et al. 1997). N-ras y unr forman un tamden de genes expresados
ubicuamente y se ha comprobado que la expresión del gen unr disminuye los niveles de
expresión del gen N-ras, ya que la deleción del promotor del gen unr en células stem
conlleva el aumento de los niveles de ARNm de N-ras .
1.1.2 PROTEÍNAS Ras.
1.1.2.1 ESTRUCTURA Y FUNCIÓN
El producto codificado por los genes ras es una proteína de 188 aminoácidos
(189 en el caso de K-RasB), con un peso molecular de aproximadamente 21 kDa. Las
cuatro proteínas son altamente homologas en sus primeros 164 residuos, siendo idénticas
en los primeros 86 aminoácidos amino terminales y con una semejanza de mas del 79%
en los siguientes 78 residuos. Sin embargo, en los 25 residuos de su extremo carboxilo
terminal difieren completamente, con la única excepción de la cisteína 186 que forma
parte del motivo CAAX ( C, cisteína: A aminoácido alifático; X metionina o serina), por
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esta razón a esta región se la denomina hipervariable (HVR) (Barbacid 1987; Hancock
2003).
La actividad biológica de Ras reside en una región a la que se ha denominado
dominio efector (residuos 32-40), a través del cual se une a sus distintas moléculas
efectoras. Además, se han identificado cinco segmentos no contiguos que parecen ser
fundamentales para la función de ras: las regiones comprendidas entre los residuos 5-
63,77-92,109-123,139-165 y la caja CAAX. La función biológica de Ras está regulada
por su paso del estado inactivo, unido a guanin dinucleótidos (GDP), y su estado activo,
en el que aparece unido a guanin trinucleótidos (GTP). Este ciclo está estrictamente
regulado por, al menos, dos tipos de proteínas:
-Factores intercambiadores de nucleótidos de guanina (GEFs): que catalizan el
intercambio de GDP por GTP, con lo que la proteína queda en su conformación activada
en la que se puede unir a sus moléculas efectoras.
-Proteínas activadoras de GTPasas (GAPs), que potencian la actividad GTPasa intrínseca
de las proteínas Ras, acelerando la hidrólisis de GTP a GDP, lo que implica el paso al
estado inactivo (Barbacid 1987).
GDP GDI
Efectores
Estado
inactivo
Pi
GAP
Estado
activo
Figura 2. Ciclo de activación/inactivación de las proteínas G pequeñas.
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La estructura tridimensional de Ras sufre variaciones en función del nucleótido al
que esté unida, lo que da una explicación funcional al ciclo de activación de estas
GTPasas. Las proteínas Ras unen los nucleótidos de guanina con alta afinidad a través de
cuatro motivos: residuos 10-18 (P-loop), implicados en la unión a los fosfatos a y p;
residuos 57-63 implicados en la unión a magnesio y al fosfato y en el estado activado;
residuos 116-119 y 144-147 que están implicados en la unión del anillo de la guanina. Sin
embargo, las diferencias estructurales entre el estado activado e inactivado están
limitadas a dos lazos de la proteína conocidos como switch I (residuos 30-38), que es el
domino principal de unión a los efectores de Ras y la región de unión de las GAPs, y el
dominio switch II (residuos 60-76) que es la región a la que se unen preferentemente los
EFs (Ma et al, 1997). Los cambios conformacionales de estas regiones están implicados
en la unión de las proteínas reguladoras del ciclo GTP/GDP y la unión a los efectores que
median en la señal de Ras.
1.1.2.2 MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES
Las proteínas Ras son sintetizadas en ribosomas libres en el citoplasma y tiene
una vida media de aproximadamente 24 horas (Ulsh et al 1984). Para ser funcionales
estas proteínas deben asociarse a la cara interna de la membrana plasmática, para lo cual
la proteína citosólica recién sintetizada debe sufrir un proceso de modificación lipídica.
Los tres primeros pasos de esta modificación postraduccional están dirigidos por la caja
CAAX anteriormente mencionada y son comunes a todas las isoformas de la familia
(Wilumsen et al. 1984; Casey et al. 1989). Inicialmente tiene lugar una famesilación, en
la que una farnesil transferasa citosólica, cataliza la unión de un grupo farnesilo
(poliisoprenilo de 15 carbonos), a la cisteína 186 de dominio CAAX. A continuación, la
proteína farnesilada se une a la capa citosólica del retículo endoplasmático (RE), donde
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una endopeptidasa llamada Rcei, proteoliza los residuos AAX (Boyartchuk et al 1997;
Otto et al. 1999). En tercer lugar el a-carboxilo de la ahora cisteína terminal es metilado
por la isoprenil-cistein metiltransferasa (Icmt) (Hrycyna el al 1991; Dai et al 1998). Estas
modificaciones hacen que las proteínas Ras sean más hidrofóbicas por lo que presentan
una mayor afinidad por la membrana plasmática. Sin embargo estas modificaciones no
son suficientes para establecer una unión estable de las proteínas Ras con la membrana,
sino que necesitan una segunda serial de unión. En el caso de K-rasB, esta segunda señal
consiste en un dominio polibásico formado por seis Usinas en el extremo C-terminal, que
le permiten establecer interacciones electrostáticas con los fosfolípidos de la membrana
plasmática. Por su parte, H-Ras, K-RasA y N-Ras deben sufrir una segunda modificación
lipídica. consistente en la unión de un grupo palmitito en la cisteína 181 en el caso de N-
Ras, K-Ras 4A, o en las cisternas 181 y 184 de H-Ras. Esta reacción está mediada por
RTP, una palmitiltransferasa residente en el RE (Lowi y willumsen 1993). Al contrario de
lo que ocurre con la farnesilación, la palmitolización es reversible, de manera que la
unión del palmitilo a N-Ras tiene una vida media de aproximadamente 20 minutos y de
una hora en el caso de H-Ras (Magee et al. 1987). Una vez que han perdido la
modificación estas proteínas pueden volver a ser palmitiladas, de hecho se piensa que
existe una palmitiltransferasa en la membrana plasmática ya que, se ha comprobado que
cuando se inhibe la vía exocítica, N-Ras sigue localizado en la membrana, lo que sugiere
que esta isoforma está siendo continuamente repalmitilada en la membrana (Schroeder et
al. 1987).
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Figura 3. Regiones hipervariables de las proteínas Ras y sus modificaciones postranduccionales.
Una vez producidas estas modificaciones, las proteínas Ras son transportadas por
distintas rutas a sus distintas ubicaciones en la membrana plasmática. En el caso de H-
Ras, N-Ras y K-RasA, entran en la ruta exocítica y se transportan hasta la membrana
pasando por el aparato de Golgi por otro lado. Por otro lado K-RasB sigue una ruta
alternativa, que no incluye el paso por el aparato de Golgi. Este mecanismo de transporte
no ha sido caracterizado todavía, aunque hay indicios de que podría estar relacionado con
la unión de K-RasB a microtúbulos (Prior y Hancock 2002; Wolfman 2001)
1.1.3 FACTORES DE INTERCAMBIO DE NUCLEÓTIDOS
1.13.1 ESTRUCTURA DE LOS EFs
Por regla general, los EFs son moléculas de gran tamaño, estructuradas en
módulos de distinta naturaleza, que determinan, tanto su especificidad de sustrato, como
los mecanismos que regulan la activación e inactivación de los EFs, procesos regulados
por la interacción de los dominios estructurales con moléculas de diversa naturaleza:
dominios del mismo EF. otras proteínas, segundos mensajeros, cationes etc.
En la tabla 1, se recogen los dominios más comunes en los EF de la familia Ras, haciendo
referencia a su naturaleza y función.
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1.1.3.2 MECANISMO GENERAL DE ACCIÓN
Los EFs catalizan la reacción por la cual las GTPasas liberan nucleótidos
difosfato de guanina (GDP) y pasan a unir nucleótidos trifosfato (GTP). Esta activación
de la proteína G pequeña se da en respuesta a estímulos de diversa naturaleza y se
desarrolla en varias etapas.
1. El EF forma un complejo de unión muy estable con la GTPasa unida a GDP.
2. El nucleótido difosfato se disocia del complejo, que pasa a ser un complejo
binario muy estable, formado por el EF y la GTPasa libre de nucleótido.
3. In vivo, el complejo GTPasa-EF se puede considerar inexistente. La alta
proporción de GTP respecto a GDP existente en la célula (una relación 10:1),
hace que la GTPasa una rápidamente el nucleótido trifosfato.
4. El factor de intercambio se separa de la GTPasa, finalizando la reacción.
1 2 3 4
Figura 4. Reacción de activación de GTPasas por EFs.
En este sentido los EFs tendrían una doble función bioquímica: desestabilazar la fuerte
unión GTPasa-GDP y estabilizar a la proteína G pequeña en el estado libre de nucleótido
(ChefilsyChardinl999)
Tabla 1. Dominios más comunes de los factores de intercambio.
1.1.3.3 FACTORES DE INTERCAMBIO DE LA FAMILIA Ras
La principal característica de los EFs para las proteína de la familia Ras, es la
presencia en su secuencia de un dominio con homología a la proteína CDC25, EF de
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RAS en levaduras (Jones et al 1991). Prácticamente todos los EF para GTPasas de la
familia Ras se han clonado en virtud de su homología a esta proteína. En un principio se
determinó la región mínima funcional de ta proteína CDC25 de levaduras en un
fragmento de 250 residuos, el "core" del dominio catalítico, suficiente para inducir
intercambio en Ras (Lai et al 1993), sin embargo se ha comprobado in vivo que es
necesaria una proteína mayor de alrededor de 450 aminoácidos. Esta región contiene una
secuencia de unos 50 residuos en posición aminoterminal a CDC25 a la que se ha
denominado REM (Ras Exchange Motif), que estabiliza el "core" del dominio catalítico
(Sjodinetal. 1998).
DÓMINOS CATALÍTICOS
Dominio Cdc25
Dominio DH
DOMINIOS REGUIADORES
Dominio PH
Secuencias REM
Dominio IQ
Moüvos "CDB-like"
Secuencias PEST
EF
Todos los
de Ras
RasORFl-2
y SOS 1-2
Todos los
de Ras
Todos los
de Ras
RasGRFl-2
RasGRFl-2
RasGRFl-2
Homología
Gen CDC25 S.
Cerevísiae
Dbl EF de Rho
Pleckstrina
Ilimaquinona
Sec. Tipo cyclin
destruction bo*
Tamaño
250 aa
Tres regiones CR de
10-20 aa
120 aa
50 aa
RXALGXIXN
Secuencias ricas en
protina, ac Gtutámico,
Sentía, treonina
Función
Cataliza el intercambio de
nucleótidos
Intercambio de Nucleóudos
EFdeRho
Unión fosfomositidos,
anclaje a membrana
Estabilización del "core" de
Cdcl5
Unión a calmodulina,
aciivan flujos de Ca
Secuencias de ubiquiti-
nizaaón. para degradación
Secuencias de ubiquiu-
mzaaón. para degradación
Tabla 1. Dominios más comunes de los factores de intercambio.
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La unión del EF a Ras se produce a través de las regiones switch I (residuos 67-
71), y la hélice 3 (residuos 102-107). Al producirse la unión, la región switch I se
desplaza dando lugar a la apertura del bolsillo de unión al nucleótido de Ras (Quilliam et
al 1995).
Ras GRF1 v 2
Aislados en la década de los 90 (Martegani et al 1992; Chen et al 1993),
RasGRFl y 2 son proteínas de alto peso molecular (140 y 135 kDa respectivamente),
con una homología de mas del 75% (Fam et al 1997) y presentan una estructura similar.
Ras-GRFl se expresa fundamentalmente en distintas áreas de! Sistema Nervioso Central
(SNC), como hipocampo, núcleos profundos o neocorteza (Sturani et al 1997). mientras
que la expresión de Ras-GRF2 es más ubicua, apareciendo en SNC y pulmón (Fam et al
1997). Mientras que Ras-GRF2 es capaz de inducir intercambio de nucleótidos en las tres
isoformas de Ras (de Hoog 2000), Ras-GRFl presenta especificidad por H-Ras (Jones y
Jackson 1997)
SOS 1 y 2
Identificadas como homologas de CDC25 en eucariotas superiores (Bonfini et aJ
1992). ambas isoformas presentan una estructura parecida (Botwell et al 1992). SOSl se
expresa ubicuamente y parece ser el EF de Ras más utilizado. SOS es capaz de activar a
las tres isoformas de Ras. Estos factores de intercambio se activan principalmente por
receptores tirosina-quinasa en respuesta a distintos estímulos (Bonfini et al 1992). Pero
también varios estudios han demostrado que SOSl se activa también a través de
integrinas y receptores acoplados a proteínas G heterotrimeneas (Pierce et al 2001)
Familia CAL-DAG/GRP
Una característica general de los EF de esta familia es la presencia en su
estructura de motivos de unión a calcio y a diacilglicerol (DAG) en posición
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carboxjloterminal al dominio Cdc25 (Ebinu et al 1998). De esta familia sólo, CAL-DAG
II y I son capaces de activar proteínas de la familia Ras. CAL-DAG II activa a H-Ras
además de a R-Ras y TC21. mientras que CAL-DAG 111 actúa sobre N- y K-Ras, así
como sobre Rap-1, R-Ras y TC21. Ambos EF son activados por unión a esteres de forbol
y a través de elevaciones intracelulares de calcio (Ohba et al 2000; Tognon et al 1998;
Kawasaki et al 1998). Por último CAL-DAG I sólo activa Rap-1 y es incapaz de activar a
ninguna de las tres isoformas de Ras. { Clyde-Smith et al. 2000)
1.1.4 MUTANTES DOMINANTES INHIBITORIOS Ras N17.
El mulante dominante inhibitorio H-Ras N17 fue obtenido por mutagénesis al azar
(Feig et al 1988). Este muíante presentaba una sustitución de la asparagina 17 por una
serina. La asparagina está situada en una región muy conservada en todas las proteínas G
que forma parte del bolsillo de unión a GDP/GTP. Como resultado de la mutación esta
proteína presenta una menor afinidad por GTP de aproximadamente 40 veces menos que
la proteína salvaje. H-Ras N17 es capaz de detener el crecimiento de células NIH3T3
(Quilliam 1994), bloqueando aparentemente la actividad del H-Ras endógena. H-Ras N17
puede unir GTP aunque esta unión no impide que siga actuando como inhibidor de Ras,
ya que son incapaces de unirse a sus efectores, aparentemente este comportamiento se
debe a que la mutación impide la unión correcta del ion Mg:* (Fansworth y Faig 1991).
La inhibición producida por este mutante es reversible, ya que niveles de expresión de
tres veces mayores de la proteína Ras salvaje con respecto a la proteína mutante son
suficientes para rescatar el efecto inhibitorio del mutante. Esto es debido a que este
mutante impide la unión de la proteína Ras endógena unida a GTP con sus EFs, por lo
que no existe intercambio de nucleótidos y la proteína Ras no se activa fStacey et al
1991). Esto se debe a que H-Ras N17 presenta una mayor afinidad por los EFs que la
proteína salvaje por lo que, cuando se expresan a concentraciones suficientemente altas.
11
Introducción
son capaces de secuestrar a los EFs de la célula impidiendo la activación de Ras e
inhibiendo su función.
Figura 5. Efectores de H-, K- y Ras
Este mutante se ha convertido en una herramienta muy útil para estudiar los
efectos mediados por las proteínas de la familia Ras, ya que no interfiere con los
efectores de estas proteínas produciendo inhibiciones Ínespecíficas, y se expresa muy
bien en cultivos celulares. Hasta la fecha no se han caracterizado los imitantes N17 de K-
y N-Ras.
1.1.5 RUTAS DE TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES ACTIVADAS POR LAS
PROTEÍNAS Ras
Las proteínas Ras son un punto de convergencia de múltiples rutas de
transducción de señales de activadas por distintos estímulos extracelulares como
citoquinas, factores de crecimiento, hormonas y neurotransmisores. Estas moléculas se
12
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acoplan a distintos tipos de receptores que incluyen receptores con actividad tirosina
quinasa intrínseca (p.ej. receptor del factor de crecimiento epidérmico), receptores
acoplados a proteínas G heterotriméricas (p.ej. receptores muscarínicos), y receptores
inertes, asociados a tirosina quinasas Scr-like (p.ej. receptores de linfoquinas). La ruta
de activación de Ras mejor caracterizada es la iniciada por receptores tirosina quinasa,
que una vez activados por la unión, de su ligando se autofosforilan en ciertos residuos de
tirosina en su dominio citoplásmico, lo que crea sitios de unión para dominios SH2 (Src
homology domains), presentes en distintas proteínas como Grb2, Shc, PI3K, fosfolipasa
C y. y P12G-GAP. Tanto Grb2 como Shc son capaces de activar a Ras a través de una
unión directa con el factor de intercambio SOS al cual activan ubicándolo en la
membrana.
Ras, una vez activada, es capaz de unirse a distintas moléculas efectoras
transmitiendo así la señal hacia el interior de la célula a través de distintas rutas. Para que
una proteína sea considerada efectora de Ras debe cumplir tres requisitos (Malumbres y
Pellicer 1998):
I-Debe unirse preferentemente a Ras activado unido a GTP
2-Debe unirse a Ras a través del dominio efector, esta unión tiene que producir la
activación del efector y desencadenar algún efecto bioquímico y/o biológico.
3-Un Knock-out funcional de la molécula efectora debe interrumpir, al menos en parte,
los efectos mediados por Ras.
Actualmente cuatro proteínas están aceptadas como efectoras de Ras bona fide:
Raí, PI3K. Ral-GDS y PLC-e, aunque existe una serie de candidatos que todavía tienen
que ser fehacientemente caracterizadas, tales como MKKl,p-120-GAP, NF1, Rin 1 o
Tiam.
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1.1.5.1 Raf Y LA RUTA MEK/ERK.
Raf-1 fue el primer efector de Ras identificado, esta serin/treonin quinasa se une a
Ras-GTP tanto ín vivo como in vitro (Moodie el aJ. 1993; Wame et al. 1993). Esta
asociación permite el reclutamiento de Raf a la membrana plasmática donde esta quinasa
es activada por un mecanismo aún poco entendido. Raf-1 activado fosforila en residuos
de serina a dos proteínas que se unen directamente a su extremo C-terminal (Crews y
Erikson 1993), MEK-1, MEK-2 (Map-quinasa-quinasa regulada por señales
extracelulares), esta quinasa tiene una especificidad dual y fosforila residuos de serina y
treonina de su sustrato, las proteínas quinasas ERK1 y ERK2 (extracelular signal
regulated kinasa) (Crews et al 1992), que a su vez son capaces de fosforilar distintos
sustratos en distintas localizaciones celulares como la quinasa S60 de la subunidad
ribosomal p90, PLAc-2 y PHAS-1. ERK1 y 2 activadas son capaces de formar
homodímeros que se translocan al núcleo dando lugar a la activación de distintos factores
de transcripción, como Hkl o Ets-2 a los que fosforila directamente. La importancia de la
ruta de ERK queda puesta de manifiesto por el hecho de que el bloqueo de esta ruta
usando fármacos inhibidos, o mutantes dominantes negativos de los componentes de esta
ruta, tiene efectos dramáticos sobre los procesos biológicos mediados por Ras en la
mayor parte de los tipos celulares estudiados (Crespo y León 2000).
1.1.5.2 FAMILIA RalGDS Y LA RUTA DE LA GTPasa Ral.
Un factor de intercambio de nucleótidos de las GTPasas RalA y RalB
denominado RalGDS (Ral GDP Disociation estimulation), ha sido caracterizado como un
efector de Ras por distintos grupos (Kikuchi et al, 1994; Hofer et al, 1994). RalGDS es
capaz de unirse al dominio efector de Ras-GTP en respuesta a factores de crecimiento a
través de su extremo carboxilo terminal. Esta unión hace que aumente la actividad
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intercambiadora de nucleótidos de RalGDS sobre Ral (Urano et al. 1996). La expresión
de mutantes dominantes inhibitorios de Ral disminuye la transformación de fibroblastos
de ratón NIH3T3 inducida por Ras en más de! 60% (Whtte et al 1996). Sin embargo, la
activación de Ral inhibe la diferenciación de células PC 12 (Goi et al, 1999), al contrario
de lo que ocurre con otros efectores de Ras, lo que sugiere que Ral juega un papel
importante como mediador de la actividad biológica de Ras. Con respecto a los substratos
de Ral, se ha visto que es capaz de activar a la fosfolipasa D (PLD), con la participación
de la GTPasa Arf (Luo et al 1998). Un aspecto muy atractivo de este efector es que
constituye una conexión directa con las rutas de señalización mediadas por la familia
Rho, ya que Ral-GTP es capaz de unirse a una proteína con actividad GAP llamada RIP-1
que actúa sobre las GTPasas Cdc42 y Rac-1 (Cantor et al 1995;Julien-Flores et al 1996).
1.1.5.3 RUTA DE LA PI3K
La fosfatidilinositol 3 quinasa es un enzima que cataliza la fosforilación de
fosfoinositidos en la posición 3 ' del anillo de inositol, en respuesta a distintos factores de
crecimiento y citoquinas. PI3K esta compuesta por dos subunidades, una reguladora
Íp85) y una catalítica (pl 10) de las que a su vez se conocen distintas isoformas (Fruman
et al 1998; Rodriguez-Viciana et al 1994). Dos de estas subunidades, pllOct y p\ han
mostrado que son capaces de unirse a Ras-GTP a través de su dominio efector. Existen
varias evidencias que permiten afirmar que PI3K está regulada por Ras y que es capaz de
mediar varios de los efectos biológicos atribuidos a esta GTPasa (Fruman et al 1998;
Rodríguez-Viciana 1996 y 1997). Ras tiene un efecto modesto sobre la activación de
PI3K, en la mayoría de los casos, sin embargo sinergiza con p85 para inducir la
activación de PI3K, lo que indica que la activación total de esta quinasa depende de
distintas señales (Hu et al 1995). Hasta la fecha, los substratos principales de PI3K son
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Akt/PKB y la quinasa p70 de la subunidad ribosomal S6, implicada en el control de la
transcripción. Akt es activada por uno de los productos lipidíeos catolizados por PI3K, el
Ptdlns(3.4.5)P3, que se une directamente su dominio PH, lo que hace que Akt se
transloque a la membrana plasmática permitiendo que otras quinasas puedan fosforilarla
produciendo su activación (Downward 1998). La activación de Akt genera una potente
señal antiapoptótica y regula distintas rutas metabólicas fosforilando a la glucógeno
sintasa quinasa 3 (GSK3), además de otros substratos (Bos 1998; Downward 1998)
1.1.5.4 FOSFOLIPASA CE
El último efector de Ras que ha sido caracterizado fehacientemente es la
fosfolipasa Ce (Kelley et al. 2001), que es una isoforma de un enzima crítico en la
señalización, que hidroliza fosfolípidos de membrana para generar inositol trifosfato
(I3P), estimulando incrementos de calcio intracelular y de diacilglicerol (DAG), que a su
vez activan isoformas específicas de la proteín quinasa C (PKC). PLCE se clono como un
homologo de rata del la PLC210 de Caenorhabdilis elegans que contiene un dominio N-
terminal CDC25 like. Se ha comprobado que esta PLC presenta dos dominios de unión a
Ras (RAÍ YRA2) en su región carboxilo terminal. B dominio RA2 se une a H-Ras de
forma dependiente de GTP. Sin embargo, el dominio RAÍ es capaz de unirse a Ras GDP
con baja afinidad. A pesar de esto, se ha comprobado mediante la realización de ensayos
de pull-down (Kelley et al 2001), que H-Ras-GDP no se une a la proteína de fusión GST-
PLCs, mientras que el mulante constitutivamente unido a GTP H-Ras Q61L si lo hace, lo
que demuestra que PLCE sólo se une a la forma activada de Ras. La deleción de los
dominios RAI y RA2 impide la unión de PLCE a Ras GTP, por lo que estos dominios son
fundamentales para la interacción de esta proteína con Ras .Se ha visto que EGF podría
estar implicado en la activación de PLCE ya que es capaz de inducir su sobreexpresión
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en células COS-7. La existencia de un dominio CDC25 funciona! haría que este enzima
tuviera una función dual que podría estar autorregulandose controlando la activación de
Ras, o bien sería Ras la que estaría regulando la actividad GEF de forma similar a lo que
ocurre con RalGDS.
1.1.6 DIFERENCIAS FUNCIONALES ENTRE H-, K- Y N-Ras.
Las proteínas Ras en mamíferos son prácticamente idénticas entre sí salvo en los
20 aminoácidos de su extremo carboxilo, por lo que hasta hace pocos años se creía que
eran proteínas redundantes. Esta idea era reforzada por el hecho de que todas comparten
los mismos efectores y factores de intercambio de nucleótidos. Sin embargo en los
últimos años distintos estudios han mostrado que las tres isoformas de Ras presentan, al
menos en parte, diferencias funcionales. Así se ha comprobado que las tres isoformas
están activadas diferencial mente en distintos tipos de tumores humanos, lo que sugiere
cierta especificidad de tejidos (Bos 1989; Rodenhuis 1992). Así K-Ras está activado
fundamentalmente en los cánceres de colon y páncreas, H- Ras en los de riñon y piel y N-
Ras en mieolomas y linfomas (Bos 1989; Rodenhuis 1992). También se ha demostrado
que los tres oncogenes tienen distinto potencial transformante en función del tipo celular,
como ocurre en fibroblastos rat-2 y NIH-3T3 donde H-Ras es unas diez veces mas
transformante que K- y N-Ras {Maher et al 1995). También se ha demostrado que in vivo
Ras-GRFl sólo es activo sobre H-Ras (Jones y Jackson 1998), mientras que SmgGDS
sólo cataliza el intercambio de nucleótidos de K-ras (Mizuno et al. 1991). Algo parecido
ocurre con NFí-GAP, que tiene una afinidad por H-Ras cuatro veces mayor que por N-
Ras (Bollag y McCormick 1991). Pero la mayor evidencia de que existen diferencias
entre las distinus isoformas proviene de los estudios de los ratones knock-out ya que los
ratones mulante de H-Ras y N-Ras tienen un desarrollo normal, mientras que los ratones
K-Ras -/- mueren durante el desarrollo embrionario (Umanoff 1995, Koera 1997, Johnson
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1997), lo que implica que K-Ras tiene una función exclusiva y necesaria en el desarrollo
embrionario que no poseen H-Ras ni N-Ras. La explicación de estas diferencias es uno de
los temas que más interés está despertando en los últimos años.
1.2 MEMBRANA PLASMÁTICA.
La membrana plasmática rodea a la célula, definiendo y manteniendo las
diferencias en el contenido de la célula y su entorno. Básicamente todas las membranas
biológicas tienen la misma estructura de bicapa lipídica y proteica que se mantienen
unidas por interacciones no covalentes. Además de servir de barrera, la membrana
plasmática, conecta a la célula con el medio exterior, por lo que tienen un papel especial
en el transporte transmembranoso de moléculas pequeñas, adquisición de nutrientes,
adhesión celular y transducción de señales.
1.2.1. COMPONENTES LIPÍDICOS DE LA MEMBRANA PLASMÁTICA.
Aunque la membrana plasmática está formada por proteínas y lípidos en distintas
proporciones en función de la célula, son los lípidos los que confieren a la membrana su
estructura básica. Esta estructura viene determinada por las propiedades físico químicas
de los distintos lípidos que la conforman, todos ellos son moléculas anfipáticas
presentando una cabeza hidrofílica y una cola hidrofóbica. Los tres tipos de lípidos
fundamentales de lípidos de membrana son:
Fosfolípidos: presentan una cabeza polar, formada por la unión de distintas moléculas
hidrosolubles a glicerol por un enlace fosfodiester, y dos colas hidrocarbonadas
hidrofóbicas de ácido graso, unidas al glicerol a través de un enlace éster. La cabeza
polar suele estar formada por la unión de etanoiamina, serina, colina o esfingosina,
mientras que las colas suelen tener una longitud de 14 a 24 átomos de carbono.
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Normalmente una de las cadenas de ácido graso es saturada y la otra presenta una
insaturación en cis que hace que presente un ángulo en la cadena.
-Colesterol: presenta una cabeza polar formada por un grupo OH que forma parte del
ciclopentano perhidro fenantreno. cuatro anillos planos esteroideos, y un grupo
hidrocarbonado no polar de cola.
-Glucolípidos: forman parte de la capa no citoplásmica de la membrana plasmática. Al
igual que los fosfolípidos deriva del glicerol pero además de la cadenas poli carbonadas
de ácido graso, tiene unido distintos arúcares que les confieren distintas propiedades.
La proporción de los distintos lípidos varia entre distintas membranas, además las
dos capas presentan una estructura asimétrica y distinta composición.
1.2.2 ESTRUCTURA DE LA MEMBRANA PLASMÁTICA.
La bicapa lipídica es un fluido bidimendional en el que las cabezas polares de los
fosfolípidos quedan situadas hacia el exterior acuoso mientras que las colas hidrofóbícas
se sitúan enfrentadas en el interior de la misma. Las moléculas de colesterol aparecen en
la membrana con sus grupos hidroxilos próximos a las cabezas polares de los
fosfolípidos, mientras que los anillos esteroideos. planos y rígidos, interactúan -y en parte
inmovilizan- con las cadenas hidrocarbonadas mas cercanas a las cabezas polares,
dejando el resto de las cadenas más flexibles. Al disminuir la movilidad de los primeros
grupos CH2 de las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolípidos, el colesterol aumenta la
rigidez de la membrana disminuyendo la permeabilidad de la misma, e impide que las
cadenas hidrocarbonadas se unan y cristalicen impidiendo que se dé un fenómeno de
transición de fase. Los fosfolípidos pueden difundir lateralmente, rotar sobre se mismos y
flexionarse en una monocapa, pero rara vez pasan de una monocapa a la otra de forma
natural (movimiento de flip-flop). Las membranas se forman en la capa exoplásmica de
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RE y para que los fosfolípidos pasen de una capa a otra es necesaria la intervención de
enzimas llamadas translocalodaras de fosfolípidos.
1 lipfdica
molécula de
I (pido Molécula de proteína
Figura 6. Estructura tridimensional de la membrana celular.
Hasta hace unos años el modelo vigente para explicar como se organiza la
membrana, establecido por Singer y Nicholson en 1972, denominado modelo del mosaico
fluido, proponía que la bicapa lipídica funcionaba como un solvente bidimensional
neutro, que no tenía ninguna influencia sobre la función de las proteínas asociadas a
membrana. Según este modelo la bicapa sería una balsa lipídica con una composición y
estructura uniforme. Pero en los últimos años la mejora de las técnicas ha permitido
observar que las bicapas lipídicas presentan distintas fases en las que los lípidos pueden
estar en forma de gel, de líquido ordenado, y de líquido desordenado en función del
aumento de la fluidez (Brown et al 1998). En la fase de gel los lípidos están
semicongelados, mientras que la fase de líquido desordenado se corresponde con el
modelo de Singer-Nicholson y es un fluido. El estado de líquido ordenado es intermedio
y en él los fosfolípidos con cadenas saturadas se empaquetan estrechamente con las
moléculas de colesterol pero mantienen la capacidad de difundir lateralmente. Hasta hace
poco no ha sido posible demostrar que en un sistema tan complicado como la membrana
plasmática los lípidos aparecen organizados en estas diferentes fases, pero estudios de la
polaridad de las células epiteliales ha permitido postular que, al menos en la capa
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exoplásmica, existen regiones diferenciadas, formadas por la unión de colesterol a
esfingolípidos. La preponderancia de cadenas hidrocarbonadas saturadas en los
esfingolípidos permite que el colesterol esté estrechamente unido a estas, de forma
similar a lo que ocurre e la fase de líquido ordenado (Simonsl988,1997). A estas
estructuras organizadas de lípidos se las ha denominado lipip rafts, y aunque sigue siendo
objeto de controversia, la existencia de estos microdominios de membrana ha ganado
peso en los últimos años.
Figura 6. El colesterol en una
membrana lipfdica.
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Lipid rafts:
Los lipid rafts estarían formados por las dos bicapas, y estabilizados por la
interdigitación de las cadenas saturadas de los lípidos de ambas capas, además existirían
proteínas transmembrana implicadas en la estructuración y mantenimiento de estos
microdominios. El entorno de los lipid rafts estaría formado por fosfolípidos con cadenas
insaturadas en fase de líquido desordenado, que formarían microdominios de membrana
desordena (Schroeder 1994). Los lipid rafts, se caracterizan por la presencia en su capa
externa de proteínas ancladas por GPI (glucosilfosfatidilinositol), y por ser insolubles en
detergentes lo que permite aislarlas en detergentes no iónicos fríos (Hooper 1999).
También se ha visto que a estos microdominios se asocian proteínas doblemente
acetiladas como las quinasas de la familia Src o la subunidad a de las proteínas G
heterotriméricas, y proteínas unidas a colesterol como Hedgehog (Rietveld 1999). Una
variedad de los lipid rafts son las caveolas, pequeñas invaginaciones de la membrana
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resistentes a los detergentes, que se caracterizan por la presencia de caveolina, una
proteína con forma de horquilla unida estrechamente a colesterol.
Lipid Rafts
_ , eafingomiclina
Figura 6. Estructura de los
Lipid Rafts
La fracción total de membrana plasmática que estaría en forma de lipid rafts es
una cuestión importante, ya que si solo un pequeña fracción de la membrana tuviera esta
estructura, el reclutamiento de proteínas a lipid rafts jugaría un papel importante en
procesos biológicos como la transducción de señales al estar aumentando la
concentración local de proteínas implicadas en estos procesos. La distribución de los lipid
rafts parece variar en función del tipo celular. Por ejemplo, calculando la fracción de
membrana que ocupan utilizando el ratio de los lípidos más abundantes en estos
dominios, los esfingolípidos, frente a los mas abundantes en membrana desordenada, la
fosfatidilcolina, se ha calculado que en fibroblastos un 45% de la membrana tendría
estructura de lipid rafts (Renkonen 1971), frente al 30% que existiría en linfocitos (Levis
1976). Utilizando anticuerpos que reconocen elementos de los lipid rafts, se ha podido
ver que, en fibroblastos las proteínas de estos dominios forman agrupaciones de unos
50nm de diámetro que corresponde a unas 3500 moléculas de esfingolípidos. Debido a su
pequeño tamaño, los lipid rafts solo podrían contener un número pequeño de proteínas
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por lo que estarían actuando como zonas de concentración de proteínas, rodeadas de
amplias zonas de membrana desordenada.
Los lipid rafts son abundantes en la membrana plasmática pero su presencia ha
sido observada también en la ruta biosintética y en la endocítica. Mientras que el
colesterol se sintetiza en RE, los esfingolípidos acaban de formarse en el aparato de Golgi
(van Meer 1989) lo que permite predecir que el ensablaje de los lipid rafts se producirá en
este orgánulo. El transporte de los lipids rafts parece ir dirigido principalmente hacia la
membrana plasmática ya que las vesículas que van al RE tienen bajo contenido en
esfingolípidos y colesterol (Brugger et al ). El transporte de lipid rafts no acaba en la
membrana plasmática, ya que estos dominios son continuamente endocitados pudiendo
regresar directamente a la superficie celular desde los eodosomas tempranos, o ir al Golgi
desde donde pueden ser reenviados de nuevo la membrana plasmática (Puri et al 1999).
1.3CQMPARTIMENTALIZACIÓN DE LAS PROTEÍNAS Ras.
Como ya se ha dicho, las proteínas Ras acceden a membrana por distintas rutas,
H- y N- parecen seguir la ruta exocítica clásica y K-Ras por un mecanismo desconocido
(Choy et al 199; Apolloni et al 2000). Además K-Ras presenta una señal de unión a
membrana distinta de las otras isoformas. Esto ha hecho pensar que una posible
explicación para las diferencias funcionales que presentas las distintas isoformas Ras,
sería que estas proteínas estarían localizadas en distintos microdominios de la membrana
plasmática.! Prior y Hancock 2001). Además trabajos recientes apuntan a que, al menos
en el caso de H-Ras, existe señalización desde endomembranas (Chiu et al 2001).
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1.3.1 LOCALIZACIÓN DE Ras EN MICRODOMINIOS DE MEMBRANA.
Se ha establecido que las proteínas de membrana que localizan en íipid rafts se
anclan a través de largas moléculas de grupos acilos saturados, mientras que las proteínas
que se anclan sólo mediante un grupo farnesilo o geranilo estarían situadas en dominios
de membrana desordenada (Melkonian et al 1999; Moffet el al 2000). Esto implica que
H-Ras y N-Ras podrían estar localizados en microdominios tipo lipid Rafts, ya que
presentan uno o dos grupos palmitilos respectivamente, mientras que K-Ras estaría
localizado exclusivamente en dominios de membrana desordenada al estar únicamente
farnesilada. La primera evidencia de que las tres isoformas de Ras podían estar localizado
en distintos subdominios de membrana se obtuvo aJ deplecionar la membrana de
colesterol químicamente, ya que se ha comprobó que por este mecanismo se impide la
activación de Raí por H-Ras pero no por K-Ras (Roy et al 1999). La expresión de un
mutante dominante negativo de la caveolina, caveolin DVG, que reduce la concentración
de colesterol en la membrana al impedir el transporte intracelular de colesterol (Pol et al
2001), bloquea la función de H-Ras pero no la de K-Ras (Roy et al 1999). Al estudiar la
distribución de H-Ras y K-Ras en la membrana utilizando microscopía electrónica (Prior
et al 2001), se observa que una proteína GFP unida a la HVR de K-Ras, o a la proteína K-
Ras completa no aparece nunca asociada a caveolas, ni a lipid rafts , al contrario que la
GFP unida a la HVR de H-Ras. Sorprendentemente, cuando se realiza el estudio con la
fusión H-Ras GFP se observa que la localización varia en función de su estado de
activación, ya que la forma unida a GDP aparece repartida por igual entre membrana
desordenada y lipid rafts, pero en la forma activa, unida a GTP, H-Ras está localizada
principalmente en membrana desordenada. Estos resultados sugieren que K-Ras aparece
localizado en la membrana desordenada exclusivamente, mientras que H-Ras está
presente en ambos microdominios, pero su activación ocurriría principalmente en
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dominios lipid Rafts a partir de los que difundiría lateralmente, una vez unido a GTP, a
dominios de membrana desordenada donde podría activar a alguna de sus moléculas
efectoras que no pueden localizarse en lipid rafts. En el caso de N-Ras poco se sabe de su
tocalización en membrana pero debido a que está también palmitilado es posible que
pueda estar en lipid rafts.
1.3.2 LOCALIZACIÓN DE Ras EN ENDOMEMBRANAS.
Diversos trabajos demuestran que H-Ras está también presente en sistemas de
endomembranas, como el RE y el aparato de Golgi (Chiu et al 2002; Roy et al 2002). La
presencia de H-Ras en esas localizaciones intracelulares no parece ser un fenómeno
transitorio, asociado al transporte de y/o reciclaje de esta isoforma desde y hacia la
membrana plasmática, si no que parece existir un reservorio permanente de la GTPasa
(Chiu et al 2002). Es más, nuevos hallazgos sugieren que la fracción de H-Ras en
endomembranas es activa y puede inducir la activación de rutas efectoras como la vía
Raf/ERK (Chiu et al 2002; Roy et al 2002).
También se ha observado la presencia de N-Ras en preparaciones de mitocóndrias
purificadas (Wolfman 2001) que podrían estar relacionadas con la señal antiapoptótica
que desencadena esta isoforma en células en estado basal (Wolfman et al. 2000 y 2002).
En el caso de K-Ras hay distintos trabajos que apuntan a una colocalización de
esta isoforma con microtúbulos (Thissen et al. 1997; Chen et al. 2000 ), lo que estaría de
acuerdo con la idea de que K-Ras es la isoforma de Ras preponderante en la regulación
de la migración celular.
Estos datos apuntan a que las tres isoformas de Ras presentan distintas
localizadones subcelulares específicas, lo que podría estar determinando sus funciones
específicas y la preferencia por los distintos efectores de cada isoforma. Además,
teniendo en cuenta que el sistemas de endomembranas es el sistema membranoso más
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abundante de las células eucariotas, donde a su vez es posible que las distintas isoformas
estén localizadas en microdominios de membrana de distinta naturaleza, por lo que cabe
esperar que exista una enorme diversidad de señales que se estarían generando a partir de
un pequeño número de moléculas activadas en una única Idealización
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Las proteínas H-. K y N-Ras son proteínas G pequeñas, que regulan distintas rulas
de señalización. Estas GTPasas funcionan como interruptores moleculares, que conectan
la señal de distintos receptores de membrana los activados por distintas señales
extracelulares, con el interior de la célula. Los miembros de esta familia de proteínas
están altamente conservados a lo largo de la evolución. A pesar de que tienen un
comportamiento bioquímico y biológico muy parecido, en los últimos años se han
acumulado un gran número de evidencias que sugieren que la proteínas Ras presentan
diferencias funcionales.
Se han utilizado distintas estrategias para estudiar las diferencias funcionales de
las Tres proteínas Ras. Una de las más utilizadas consiste en el uso de los mulantes
dominantes inhibitorios H-, K- y N-Ras NI7. A pesar de lo común de su uso, hasta la
fecha no se ha realizado ningún estudio comparativo de las especificidades de los
mutantes Ras N-17. El objetivo de este estudio ha sido intentar establecer si existían
diferencias en el potencial inhibitorio de los mutantes H-, K y N-Ras N17.
Los objetivos concretos de este trabajo han sido:
1. Realizar un estudio comparativo de las especificidades inhibitorias de los
mutantes H-. K y N-Ras N17.
2. Estudiar el posible papel de la sublocalizadión de Ras en dominios de
membrana en la especifícidad de los tres mutantes dominantes inhibitorios Ras N17.
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MATERIALES
3.1 PRODUCTOS
3.1.1 Reactivos químicos.
Todos los reactivos químicos y material de uso común en el laboratorio fueron
suministrados por Boehringer Manheim, Falcon, Farmitalia Carbo Erba, Fluca, Gibco,
Merck, Pharmacia Biotech, Promega, Millipore y Sigma.
3.1.2. Productos de Biología Molecular
Los enzimas de restricción y modificación fueron adquiridos a Promega, New
England, Stratagene, Bio-Rad, Quiagen, Scheicher & Schuebel, Pharmacia, Wallac y
Bhoehringer Manheim.
3.1.3. Material radiactivo.
El compuesto radiactivos [f*-P] ATP fue suministrados por Amersham
Pharmacia.
3.2. CULTIVOS CELULARES
3.2.1. Material de cultivos celulares
• DMEM Gibco
• Tripsina IX Gibco
• Suero fetal de ternera Gibco
• Antibióticos (penicilina, estreptomicina) Gibco
• p-mercaptoetnol Sigma
3.2.2. Factores de crecimiento
• EGF Peprotech
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• Ácido lisofosfatídico o LPA Sigma
• PDGF Upstate
3.2.4. Líneas celulares
Las líneas utilizadas en esta Tesis Doctoral han sido:
COS-7.Son células epiteliales de riñon de mono (gluzman. 1981)
N1H 3T3. Son células que provienen de cultivos primarios de fibroblastos embrionarios
de ratón {Jainchill y cois., 1969).
MDCK. Son células derivadas de riñon de perro adulto, y son de tipo epitelial. (Madin y
cois., 1958).
MEF. Fibroblasto embrionarios procedentes de ratones Knock-out de N-Ras y de
hermanos de carnada normales, fueron suministrados por Ángel Pellicer. (Umanoff 1995)
3.3 ANTICUERPOS
3.3.1 Anticuerpos primarios
• Anti-HA (monoclonal) MMS-101, BABCO
• Anti-AU5 (monoclonal) MMS-135, BABCO
• Anti-Flag (monoclonal) Eastman Kodak
• Anti-caveolina 1 (Monoclonal) Transductions laboratories
• Anti-Pan Ras (monoclonal) Calbiochem
• Anti-H-Ras (Monoclonal) sc-29, Santa Cruz Biotechnologies
• Anti-K-Ras(policlonal) sc-521, Santa Cruz Biotechnotogies
• Anti-N-Ras(policlonal) sc-519, Santa Cruz Biotechnologies
• Anti-GST (policlonal) sc-138, Santa Cruz Biotechnologies
• Anti-GFP (monoclonal) clones 7.1 y 13.1 Roche Molecular Biochemicals
3.3.2 Anticuerpos secundarios.
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• anticuerpo frente a ratón conjugado a peroxidasa ICN-Cappel
• anticuerpo frente a conejo conjugado a peroxidasa ICN-Cappel
• anticuerpo frente a cabra conjugado a peroxidasa ICN-Cappel
• anticuerpo frente a ratón conjugado a partículas de oro de 10 nm BioCell
3.4 CEPAS BACTERIANAS
Para el mantenimiento, crecimiento y purificación de ADN plasmídico se utilizó
la cepa bacteriana DH5a de Escherichia coli.
Para la extracción de proteínas de fusión bacterianas se la cepa BL21 de E. Coli.
3.5 PLASMIDOS
Los plásmidos generados durante esta tesis se indican en letra cursiva; el resto de
construcciones utilizadas para este trabajo pertenecen al banco del doctor Piero Crespo, al
cual han sido cedidos por los investigadores que se indican.
3.5.1. Vectores
pCDNAl, pCDNA3, pKH3, pEGFPCl, pCDNA3 GFP, y pCEFL. Se utilizaron todos
estos vectores de expresión en eucariotas, controlados por el promotor de citomegaíovirus
(CMV), salvo en el caso de pCEFL que está controlado por el promotor de EFla.
pGEX 4T3, pCEFLAUS, pCEFLHA, pCEFLAG, pCDNAHA, pCEFLMyr y
pCXN2FLAG. Se utilizaron estos vectores para la realización de los subclonajes con el
fin de obtener proteínas de fusión (vector pGEX) o proteínas etiquetadas con los epítopos
adecuados en cada experimento.
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3.5.2. Vectores de expresión en células de mamíferos:
-Vectores que expresan proteínas Ras:
pCEFL H-Kas wt. Expresa la forma salvaje de H-Ras, fue subclonado desde pGEX HA
H-Ras wt cortando con Bgl II/Not I y ligado en pCEFL digerido Bamhl/Noü.
pCEFL K-Ras wt. Expresa la forma salvaje de K-Ras, el inserto fue subclonado en
pCEFL digerido Bamhl/Not y se había obtenido desde pGEX K-Ras wt digerido con los
mismos enzimas.
pCEFL N-Ras wt Vector de expresión de la isoforma N-Ras wt, se subclonó desde
pGEX N-Ras wt, del mismo modo que K-Ras.
pCEFL AUS H-Ras wt. Expresa la forma salvaje de H-Ras con el epítopo AU5. Cedido
por Silvio Gutkind.
pCEFL AUS K-Ras wt. Vector de expresión de la forma salvaje de K-Ras con el epítopo
AU5. Clonado a partir de pGEX K-Ras.
pCEFL AUS N-Ras wt Expresa la proteína salvaje de N-Ras unido en su amino terminal
al epítopo AUS. Se clono en este vector digiriendo Bamhl/Notl el pGEX N-Ras wt.
pCEFL HA H-Ras wt Vector de expresión de la proteína H-Ras unida al epítopo HA. El
inserto HA-H-Ras se extrajo con los enzimas BamHI/EcoRI del vector pGEX-HA-H-Ras
y se subclonó en el vector pCEFL cortado como el inserto.
pCEFL HA K-Ras wt y pCEFL HA N-Ras wt Expresan las isoformas salvajes de estas
proteínas y se subclonaron como sus clones marcados con AU5.
PCEFLAG H-Ras wt, pCEFLAG K-Ras wt y pCEFLAG N-Ras wt Expresan las tres
proteínas salvajes de Ras etiquetadas con el epítopo Flag. Los clones se obtuvieron como
los vectores de expresión de las proteínas Ras epitopados con HA.
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pCEFL H-Ras V12. Vector de expresión del mutante constitutivamente activado de H-
Ras. El inserto H-Ras V12 se obtuvo digiriendo el vector pGEX H-Ras VI2 Bamhl/Notl
y se subclonó en pCEFL digerido con los mismos enzimas.
pCEFL K-Ras V12. Expresa la proteína K-Ras unida constitutivamente a GTP. Se
subclonó a partir de pGEX K-Ras V12 digiriendo BamHI/Notl
pCEFL N-Ras V12. Vector de expresión del mutante constitutivamente activado de N-
Ras. Subclonado a partir del pGEX N-Ras V12 digerido BamHI/Notl.
pCEFL H-Ras N17. Vector de expresión del mutante dominante inhibitorio de H-Ras. Se
obtuvo a partir de pGEX H-Ras N17 digiriendo con BamHI/EcoRI y se subclonó en
pCEFL.
pCEFL K-Ras N17. Expresa el mutante dominante inhibitorio de K-Ras. Se obtuvo a
partir de construcción que codifica para este mutante en pGEX digiriendo BamHI/Notl.
pCEFL N-Ras N17. Contiene el gen que codifica para el mutante dominante inhibitorio
de N-Ras. Se obtuvo el inserto a partir de pGEX N-Ras N17 digiriendo BamHl/Notl y
subclonado en pCEFL digerido con los mismos enzimas.
pCEFL HA H-Ras N17, pCEFL HA K-Ras N17ypCEFL HA N-Ras N17. Expresan los
mulantes constitutivamente activados de las proteínas Ras y se obtuvieron succionando
en el vector pCFEL HA BglII/EcoR] o BglII/Notl los insertos obtenidos a partir de las
construcciones en pGEX de estos insertos del mismo modo que las construcciones sin el
epítopo.
pCEFL AUS H-Ras NI7, pCEFL AU5 K-Ras N17 y pCEFL AU5 N-Ras NI7.
Construcciones que expresan los mulantes dominantes inhibitorios de Ras unidos en su
extremo terminal al epítopo AUS.
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pCEFLAG H-Ras N17, pCEFLAG K-Ras N17 y pCEFLAG N-Ras NI 7. Al igual que
las construcciones anteriores son subclones de los mutantes dominantes negativos de Ras
y se obtuvieron del mismo modo.
pCEFL AU5 H-Ras A CAAX. Mutante de H-Ras del extremo C-terminal. Para obtener
este mutante se introdujo una mutación por PCR en la cisteína 186, utilizando los
siguientes oligos:
Oligo H-Ras 186 S 5'
5'AGCTGCAAAAGTGTGCTGTCC 3
Oligo H-Ras 186 S 5'
5' GGACAGCACACTTTTGCAGCT 3 '
Carece de la señal de famesilación. El producto de PCR se digirió BamHI/EcoRI y se
subclonó en pCEFL AU5 digerido BglII/EcoRI
pCEFL Myr AU5 H-RasA CAAX. Se obtuvo el fragmento de AU5-H-Ras-ACAAX
digiriendo BamHl/EcoRI y se subclonó en el vector pCEFL Myr que contiene la señal de
miristilación de Src digerido con BglII.
pCEFL Myr AU5 N-Ras C186S. Se mutó la cisteína C186 de la proteína N-Ras
utilizando los siguientes oligos:
Oligo S'N-Ras S186
5' GGATTGCCAAGTGTGGTGATG 3 '
Oligo 31N'-Ras S186
5' CATCACCACACTTGGCAATCC 3 '
El inserto del muíante se subclonó en pCEFL Myr cortado con BglII/EcoRI digiriéndolo
con BamHI EcoRJ
-Vectores que expresan fusiones con la proteína verde fluorescente (GFP)
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pEGFP Cl AU5 H-Ras wt. Construcción que codifica para la expresión de una proteína
de fusión de H-Ras wt con la proteína verde fluorescente. Se subclonó AU5-H-Ras wt
digerido BamHI/Notl en el plásmido pEGFP Cl digerido con los mismos enzimas.
pEGFP Cl AU5 K-Ras wt. Este plásmido codifica para una proteína de fusión K-Ras-
GFP. AU5-K-Ras se obtuvo digiriendo con BamHI/Apal y subclonando en el vector
pEGFP digerido con BglII/Apal.
pEGFP Cl AV5 N-Ras wt. Construcción que codifica para la proteína de fusión N-Ras-
GFP. El inserto N-Ras se obtuvo digiriendo BamHI/Notí y se clonó en el vector pEGFP
digerido con los mismos enzimas.
pEGFP Cl H-Ras CAAX. Vector de expresión de una proteína de fusión de la GFP con
los últimos 26 aminoácidos del extremo C-terminal. Cedido por JM Freije.
pCDNA GFP K-Ras CAAX. Vector de expresión de una proteína de fusión GFP con la
región hipervariable de K-Ras. Cedido por JM Freije.
pCDNA GFP N-Ras CAAX. Construcción que expresa una proteína de fusión del
extremo C-terminal de N-Ras con la proteína GFP. Cedido por JM Freije.
-Vectores que expresan serin-treonin quinases.
pCDNA3 MEKE. Vector de expresión que codifica un mutante de MEK
constitutivamente activado, en el que los residuos reguladores Ser 218 y Ser 222 han sido
sustituidos por glutámico (Coso et aJ. 1995).
pCDNAl HA-ERK2. Expresa la proteína salvaje ERK2 etiquetada con el epítopo de la
hemaglutinina (Crespo et al 1994)
pCEFL AU5 ERK2. Esta construcción se generó a partir del producto resultante de PCR
de pCDNA 1 HA ERK2 con los siguientes oligonucleótidos:
OligoBamS ERK2
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r'CCGGATCCACGGCGGCGGCCGCGCCG 3'
-Oligo SP6
5' CATTTAGGTGACAATATAG 3 '
Posteriormente, este producto digerido con BamHI/Notl fue subclonado en pCEFL AU5
digerido BglII/NoÜ
pXV myc-ERK2. Expresa la proteína de ERK2 con el epítopo myc. Cedido por B.
Jiménez.
-Vectores que codifican para factores de intercambio de nucleótidos.
pCEFL HA SOS1. Vector que expresa la proteína SOS1 etiquetada con el epítopo HA.
Cedido por E.Santos.
pCEV 29 Ras-GRFl wt Expresa la proteína Ras-GRFl.
pKH3 Ras-GRFl wL Expresa la forma salvaje del factor de intercambio etiquetado con
tres epítopos seguidos de HA en su extremo N-terminal. Cedido por R. Mattingly.
pCDNA Flag Ras-GRF2. Expresa la forma salvaje de GRF-2 unido al epítopo Flag.
Cedido por M. Moran.
pCXN2 Flag Cal-DAG I. Expresa el factor de intercambio unido a Rag. Cedido por M.
Matsuda.
pCXN2 Flag Cal-DAG II. Expresa este GEF unido a Flag. Cedido por M. Matsuda.
pCXN2 Flag Cal-DAG ID. Expresa este Ras-GRP unido a Flag. Cedido por M.
Matsuda.
3.5,3. Vectores que producen proteínas de fusión en bacterias.
pGEX 4T-1 RAF RBD. Fusión entre GST y el dominio de unión a Ras de Raf (aa 1-
149). Cedido por S.J Taylor.
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pGEX 2T RAF RBD A85K. Proteína de fusión de Raf RBD (aa 51-131) con GST.
Cedido por A. Burgess.
pGEX 4T3 H Ras N17. Proteína de fusión del mutante dominante inhibitorio de H-Ras.
Cedido por L.Feig.
pGEX4T3 K Ras N17 y pGEX 4T3 N Ras M7. Expresan los mutantes dominantes
negativos de estas isoformas fusionados a GST. Ambos fueron obtenidos mutando sus
respectivas formas salvajes con los mismos oligos:
Oligo K7N17 S'
5' GGCAAGAATGCCTTGACGATA 3'
OligoK/N17 3'
5' CAAGGCATTCTTGCCTACGCC 3 '
El producto de la PCR se clonó BamHI/Notl en pGEX 4T3.
MÉTODOS
3.6 TÉCNICAS BÁSICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR.
Las técnicas básicas de biología molecular para llevar a cabo los clonajes de esta
tesis, tales como la obtención de células bacterianas competentes, transformación
bacteriana, aislamiento y purificación de ADN a pequeña escala, electroforesis en geles
de agarosa, etc. se han realizado según los métodos expuestos por Sambrook y
colaboradores (Sambrook et al., 1989)
3.7 EXTRACCIÓN DEL ADN PLASMÍDICO.
Un cultivo bacteriano en 500ml de LB se creció durante doce horas a 37°C. tras lo
que se centrífugo a 10.000 rpm durante diez minutos y el precipitado celular se
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resuspendió en 10 mi del tampón de resuspensión: 50 mM Tris/HCI pH 8, 10 mM
EDTA, 10 ng/ml RNasa A. A continuación, las células se usaron con 10 mi de tampón
de lisis: 200 mM NaOH y 1% SDS, y se incubaron cinco minutos a temperatura
ambiente. Se añadieron 10 mi de una solución de neutralización que contiene 3M de
acetato potásico pH 5.5, incubándose cinco minutos en hielo y después se centrífugo la
mezcla a 10.000 rpm durante veinte minutos a 4°C. Para la obtención del ADN
plasmídico, el sobrenadante se pasó por columnas de intercambio de Qiagen, siguiendo
las instrucciones del fabricante. Al eluato obtenido se le añadieron 10 mi de isopropanol y
se dejó precipitar el ADN durante cinco minutos a temperatura ambiente. Se centrífugo
la mezcla a 10.000 rpm durante treinta minutos y a 4°C de temperatura. Por último, el
precipitado de ADN se lavó con 1 mi de etanol al 70%, se secó y se resuspendió en 300
ut de T.E (Tris/EDTA pH 7.4), tras lo que se congeló a -20°C hasta su uso para
posteriores transfecciones.
3.8. CULTIVOS CELULARES
Las células COS7, NIH3T3 y MDCK fueron cultivadas en medio DMEM (Gibco
BRL) suplementado con un 10% de suero fetal de ternera inactivado (Gibco BRL), y
100u.g/ml de una mezcla de penicilina y estreptomicina, a una temperatura de 37°C y en
presencia de un 5% de CO2 además de un 95% de humedad.
Las células MEF fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con un 10%
de suero fetal inactivado, L-glutamina 2mM, 0,1 mM de aminoácidos no esenciales y 55
u,M de fi-mercaptoetanol.
3.9 TRANSFECCIONES TRANSITORIAS DE CÉLULAS COS-7, NIH-3T3,
MDCK Y MEF.
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Las células COS-7 se transfectaron mediante el método del DEAE-DEXTRANO,
mientras que las células N1H 3T3, MDCK y MEF se transfectaron por el método de la
lipofectamina.
Método de transfección con DEAE-DEXTRANO.
Se sembraron las células en placas de 60 mm de forma que en cada una hubiera
aproximadamente 3x10*.
Al día siguiente se preparo la mezcla de transfección, consistente en:
• 2,5 mi de medio DMEM si suero
• lOfxl de solución lOmg/ml de DEAE-DEXTRANO (Sigma) en PBS
• 2u.l de una solución 60 mg/ml en PBS de cloroquina.
• El ADN (las concentraciones dependientes del ensayo entre lOOng y 2u.g)
Esta mezcla se añadió a las células previamente lavadas con PBS lx. La cantidad
total de ADN fue igualada en todas las muestras con vector vacío.
Se incubaron las células con la mezcla de transfección dos horas a 37 °C. Pasado
este tiempo se retiró la mezcla y se sometió a las células a un choque de dimetilsulfuro
(DMSO), incubando las células con 3ml de una dilución al 10% de DMSO en PBS lx
durante dos minutos en el incubador. Se retiró la disolución y se lavaron las células con
PBS lx, después se añadió DMEM 10% Fetal. Al cabo de dos días se recogieron las
células que habían sido privadas de suero durante 16h.
Método de transfección con lipofectamina.
Las células sembradas la noche antes en placas de 60 mm (ensayos de la actividad
quinasa, pull-downs, fraccionamientos), o lOOmm (microscopía electrónica), se
transfectaron con el reactivo lipofectamina plus (Gibco BRL) siguiendo las
especificaciones del fabricante. Se usaron las mismas cantidades de ADN y se igualaron
con el plásmido vacío. A las cinco horas de añadir la mezcla de transfección se recogió
el medio de las placas y se cambió por medio DMEM 10% fetal.
Las células se recogieron en hielo con el tampón de lisis correspondiente a cada
experimento.
3.10 ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS
3.10.1 Extracción de proteínas celulares y análisis por wesíern blot (WB).
38
Materiales v Métodos
Para la obtención de los extractos totales de proteína proveniente de cultivos
celulares, se recogieron las células en hielo y se Usaron con 500 }jl de un tampón de lisis
de alta astringencia constituido por: 20mM HEPES pH 7.5, lOmM EGTA, 40 mM p-
glicerofosfato, 1% detergente no iónico NP40, 2.5 mM MgClj. lmM ortovanadato, imM
DTT (ditiotreiol) y extemporáneamente los inhibidores de proteasas 10|ig/ml aprotinina y
10ng/ml leupeptina. Se clarificaron los Usados por centrifugación a 13.000 rpm durante
siete minutos. La concentración de proteína en los lisados se determinó por colonmetría
según el método de Bradford (Bradford, 1975) empleando albúmina de suero bovino
(BSA) para establecer una recta patrón, y se realizó la medición de las concentraciones en
un aparato de ELISA. Se tomaron aproximadamente 50jig de proteína, a los que se
añadió tampón de carga Laemli 5X. Tras hervir las muestras durante cinco minutos, se
sometieron a electroforesis en un gel vertical de poliacrilamida (29:1)-SDS (dodecil
sulfato sódico) del 12% para todos los experimentos. La electroforesis vertical se llevó a
cabo en un tampón A: 25mM Trizma base, 192mM Glicina y 0.1% SDS. Las proteínas
se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Potran, Schleider & Schuell) durante
quince minutos a 400 mA en el caso de las proteínas de la familia Ras, treinta minutos en
el caso de ERK2 y una hora para los GEF, en un tampón B: 25 mM Trizma base y 192
mM Glicina.
Finalizada la transferencia, los filtros de nitrocelulosa se incubaron dos horas a
temperatura ambiente y con agitación en una solución de TBS-T (Tris Buffered SaJine-
Tween, es decir, 20 mM Tris pH 7.5, 137 mM NaCl y 0.05% de Tween 20) con un 4% de
BSA, para bloquear los sitios inespecíficos. Tras ello, los filtros fueron incubados con el
anticuerpo primario (0.2-0.4 ^ m l o las concentraciones indicadas por la casa comercial,
en cada caso concreto) diluido en BSA al 4% en TBS-T durante una hora, como mínimo.
Se realizaron dos lavados con TBS-T durante un total de quince minutos, tras los cuales
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se incubaron los filtros con el correspondiente anticuerpo secundario conjugado a
peroxidasa, a una dilución 1:5000 en BSA al 0.4% en TBS-T durante treinta y cinco
minutos a temperatura ambiente. Se realizaron de nuevo dos lavados con TBS-T, y se
procedió a la detección de la proteína por quimioluminiscencia utilizando el kit ECL™
(Amersham Pharmacia Biotech). Para finalizar, se realizó una autorradiografía de los
filtros con películas Konica.
3.10.2 Fraccionamiento subcelular.
Para la obtención de distintas fracciones subcelulares, se lavaron las célula tres
veces con PBS lx frío y una vez con Hepes 20 mM pH 7,4 frío. Las células se recogieron
en 0,4 mi de un tampón suave (Hepes 20 mM, pH 7,4) y se colocaron en hielo. Se
pasaron los Usados 8 veces por una jeringa con una aguja de 9G y 10 veces por una de
19G.
Se eliminaron los núcleos mediante centrifugación a 3000 rpm durante 5 minutos
y se separaron los 50^1 del Usado total. Se recogió el sobrenadante y se centrifugó en una
ultracentrífuga Beckman con rotor TL100 a lOOOOOg durante 30 minutos. Se recogió el
sobrenadante, fracción citosólica (S100), y el precipitado se resuspendió en el mismo
volumen de tampón que la fracción S100, siendo la fracción particulada (PI00).
3.103 Fraccionamiento de proteínas de membrana en gradientes de sacarosa.
Células COS-7 transfectadas dos días antes en placas de lOOmm se recolectaron
con PBS lx y se centrifugaron durante 5 minutos a 1500 rpm. El precipitado de células se
resuspendió en un tampón que contenía Tris 25mM pH 7,4, 150nM de NaCl, 5mM de
EDTA > 0,25% de Tritón X-100 más inhibidores añadidos extemporáneamente y se
solubiuzó durante una hora a 4°C. Posteriormente se añadió sacarosa en polvo hasta una
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concentración del 41% y se dejó disolver bien. Se depositó la muestra en un tubo
Beckman blando de 12 mi (ref. 344059), y sobre ella se añadieron 8,5 mi de una solución
de sacarosa al 35% en Tris 10 mm pH 7,4, y 2,5 mi de solución de sacarosa al 16 %. Los
tubos se centrifugaron en un rotor Beckman SW41 a 35.000 rpm durante 18h.
Se recogieron 12 fracciones, que se precipitaron en 6,5% de ácido tricloroacético
y 0,05 % de desoxicolato sódico. Tras 20 minutos de incubación a temperatura ambiente
se centrifugaron los precipitados a 13.000 rpm y se lavaron con acetona al 80% fría. Los
precipitados se resuspendieron en tampón Laemli de carga de proteínas y se resolvieron
las proteínas en un gel del 12 % SDS-PAGE, que posteriormente se transfirió a una
membrana y se realizó un WB.
3.11 ANÁLISIS DE LA ACTIVIDAD DE PROTEÍNAS.
3.11.1 Ensayos de actividad MAPK
Para determinar la actividad quinasa de las proteínas de ERK se utilizó el
ensayo quinasa puesto a punto por P. Crespo (Crespo et al., 1994b). Se recogieron las
células y se Usaron en el con el siguiente tampón: 20mM HEPES pH 7.5, lOmM EGTA,
40 mM p-glicerofosfato, 1% detergente no iónico NP40, 2.5 raM MgClj, lmM
Ortovanadato sódico, lmM DTT (ditiotreitol) y extemporáneamente 10^g/ml aprotinina
y 10ng/ml leupeptina. Tras esto, los Usados se centrifugaron a 13.000 rpm durante siete
minutos y los sobrenadantes se incubaron con 0.2 \ig de anticuerpo anti-HA o ami-AU5
en función del epítopo de la MAPK transfectada. durante una hora a 4°C. Antes de
realizar la inmunoprecipitación se guardaron 40^1 de lisado total para luego poder
detectar por WB las proteínas estudiadas y comprobar que su actividad en el ensayo
quinasa se correlaciona con su expresión en el western blot. Se recuperaron los
inmunocomplejos con 20 \i\ de proteína G-Sepharosa (Pharmacia), manteniéndose en
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agitación durante quince minutos a 4*^. Estos ¡nmunocomplejos se lavaron tres veces
con PBS 1% NP40 . una vez con lOOmM Tris pH 7.5, 0.5 M LiCI y una vez con el
tampón de reacción de quinasa: 12.5 mM MOPS pH 7.5, 12.5 mM fi-glicerofosfato, 7.5
mM MgCl,, 0.5 mM EGTA, 0.5 mM EGTA, 0.5 mM NaF, 0.5 mM Ortovanadato sódico
y lmM DTT. El ensayo quinasa se llevó a cabo en 30 u,l totales de tampón de reacción,
conteniendo además: 1 u,C¡ 3Iy-ATP, 20 uM ATP frío (de un stock lmM, 1.5 ^l/muestra)
y 1.5 mg/ml del sustrato MBP ( proteína básica de mielina de Sigma).
Se incubaron las muestras a 30° C durante treinta minutos y se paró la reacción
por adición de tampón de carga Laemli 5X. Las muestras se hirvieron y se resolvieron
por electroforesis en un gel al 12% de acriiamida (29:1) con 0.1% de agente
desnaturalizante SDS y utilizando como tampón de electroforesis vertical el mismo que el
utilizado para resolver los geles de western blot, esto es Tampón A: 25 mM Trizma
Base, 192 mM Glicina y 0.1% SDS. Se secó el gel en un secageles o GEL-DRYER
583(Bio-Rad) y se realizó una autorradiografía en película fotográfica (Konica). Los
geles se cuantificaron en un Instantlmager (modelo 662A202401. Packard), o con el
programa N1H Immage 1,60/fat.
3.11.2 Obtención de proteínas recombinantes para los ensayos de anión de proteínas
MI vitro.
El sistema de fusión génica GST (Glutatione S-transferase) es un método muy
útil para la purificación de proteínas producidas en E.Coli como fusiones con GST de
Schistosontü iaponicum. Los plásmidos pGEX están diseñados para obtener elevados
niveles de expresión inducible de genes o de fragmentos de genes.
Las proteínas recombinantes fusionadas se produjeron en E.Coli inoculando
lOOml de medio LB toda la noche a 37°C. Al día siguiente el inoculo se diluyó 1/10 en
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medio LB y se creció durante tres horas a 37°C. La inducción de proteínas recombinantes
se realizó añadiendo una concentración 0.1 mM de IPTG (isopropil-jJ-D-
tiogalactopiranósido, Sigma), y se dejo a 37°C entre 2 y 4 horas. Las bacterias se
recogieron centrifugando a 6.000 rpm durante diez minutos y se «suspendieron en un
tampón I: PBS IX, 1% NP40, 10ng/ml aprotinina y 10(jg/ml leupeptína y se sonicaron
10 veces durante 20 segundos a la máxima potencia del sonicador (Soniprep 150.MSE).
El extracto del sonicado se centrífugo a 3.500 rpm durante veinticinco minutos a 4°C, se
añadieron al sobrenadante 350 ul de Glutation Sepharose-4B (Amersham Pharmacia)
para recuperar la proteína GST, y se incubó dos horas a 4°C en agitación orbital. La
matriz de Glutation Sepharose^4B con la proteína de fusión asociada se lavó tres veces
con el tampón I frío, dos veces más con PBS frío y una vez con el tampón MLB: Hepes
25 mM pH 7,5, 150 mM de NaCl. 1 % Nonidet-P40. 10% glicerol, 25 mM NaF, lOmM
de MgCl2,EDTA lmM, y ortovanadato sódico lmM.
3.11.3 Ensayo por pulí down del intercambio de nucleótidos.
La medida de la tasa de intercambio de nucleótidos se llevó a cabo utilizando
células COS-7 transfectadas con los plásmidos que codifican para las distintas isoformas
de Ras etiquetadas con los epítopos HA, AU5 o Flag junto con los que codifican para los
mutantes dominantes inhibitorios de Ras con los mismos epítopos, y estimulando con
EGF. Tras la transfección las células se incubaron durante 24 horas con medio DMEM
10% fetal, para posteriormente mantenerlas 16 horas privadas de suero. Las células
lavadas con PBS lx se Usaron con el tampón MLB, se centrifugaron 12 minutos a 13.000
rpm y el sobrenadante se incubó durante un mínimo de una hora con !a proteína de fusión
pGEX Raf RBD o pGEX Raf RBD A85K. Después de la incubación se lavaron los
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precipitados de las bolas de glutation. que contenían las proteínas de fusión, con lampón
MLB dos veces y se realizó el WB de los precipitados y de los usado totales. La cantidad
de Ras GTP se determinó respecto a Ras que contenían los Usados totales que habíamos
apartado previamente utilizando el programa NIH Image 1.60/fat.
3.12 MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA.
Células MDCK transfectadas con los vectores que codifican GFP H-Ras, GFP-K-
Ras y GFP-N-Ras y los que codifican la fusión GFP con la región hipervariable de las
tres isoformas, fueron fijadas con paraformaldehido al 3,7% pH7,4 y glutaraldehido 0,1%
disueltos en PBS IX durante 20 minutos. Las células se recogieron, y se centrifugaron
durante 10 minutos a 3000 rpm. Las células precipitadas se lavaron con PBS h y se
deshidrataron con concentraciones crecientes de metanol a -20 °C, para posteriormente
incluirlas en Lowcryl K4M, también a -20°C, y por último se polimerizaron irradiándolas
con luz ultravioleta. Secciones ultrafinas se montaron en rejillas de níquel y se incubaron
con 0.1 M de glicina disuelta en PBS durante 15 minutos, después con una solución
albúmina bovina al 5% en PBS y por último con el anticuerpo monoclonal de la GFP en
una disolución 1:100 en PBS,1% albúmina bovina y 0,1 M de glicina. Una vez lavadas,
las secciones se incubaron con el anticuerpo de cabra unido a oro de 10 nm de diámetro
que reconoce las IgG de ratón (diluido 1:50 en albúmina al 1% en PBS). Después del
mareaje con oro de las muestras, las secciones ultrafinas fueron teñidas con acetato de
uranilo y citrato y examinadas con un microscopio electrónico Philips EM208 que
operaba a 60 kV. Como control se utilizaron secciones ultrafinas que se habían tratado
como se indica pero sin añadir el anticuerpo primario
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4. RESULTADOS
4.1 COMPARACIÓN DEL POTENCIAL INHIBITORIO DE LOS MUTANTES H-,
K-y N-Ras N17.
La utilización de mutantes dominantes inhibitorios de Ras ha demostrado ser una de
las herramientas más útiles para interferir en la activación de H-, K- y N-Ras y así estudiar
los procesos en los que están implicados los miembros de esta familia de proteínas. Su
utilización, no obstante, debe realizarse de forma controlada, para evitar la aparición de
efectos inespecíficos, por esta razón, la primera parte de esta tesis se centró en determinar las
condiciones óptimas a las que debían ser utilizados los mutantes dominantes inhibitorios de
Ras.
4.1.1 Inhibición de la activación de ERK2 dependiente de la concentración de los
mutantes dominantes inhibitorios
Como una primera aproximación para investigar la especificidad inhibitoria de los
mutantes H-, K(B)- y N-Ras NI7, se comparó el potencial inhibitorio de los tres mutantes
sobre la activación de ERK2 inducida por EGF en células Cos-7. Un modelo en el que
estudios anteriores han demostrado que el mulante dominante inhibitorio H-N17 inhibe
potentemente esta activación (Crespo et al. 1994). Para ello, se cotransfectaron células Cos-
7 con una construcción de ERK2 etiquetada con el epítopo HA y con concentraciones
crecientes de las construcciones que expresan los tres mutantes dominantes inhibitorios.
Cuando se estimuló con EGF se comprobó que H-, K- y N-Ras N17 eran capaces de
disminuir la activación de ERK2 por EGF, aunque con distinta intensidad. Así, a los niveles
máximos de expresión, H-N17 causó una inhibición total de la activación de ERK2, K-N17
la inhibió en un 88%, mientras que N-N17 exhibía la menor capacidad inhibitoria sobre la
activación de ERK2 por EGF, de aproximadamente un 55% (Fig.lA).
También monitorizamos los niveles de expresión de las proteínas de los tres
mutantes Ras-N17. Para ello se utilizaron anticuerpos que reconocen específicamente las
tres isoformas de Ras. Comprobamos que en los tres casos existía una correlación entre el
aumento de la concentración de proteínas y su efecto inhibitorio. Como puede haber
grandes variaciones en la afinidad de los anticuerpos específicos exhiben hacia sus
respectivas isoformas, también se realizó una comparación de los niveles de expresión de las
tres proteínas utilizando un anticuerpo pan-Ras que reconoce a las tres isoformas con la
misma afinidad, descartando así que las variaciones en la capacidad de inhibición de los tres
mutantes, se debieran a diferencias en sus niveles de expresión. Como se muestra en la
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figura IB, cuando se transfectaron 250ng de las respectivas construcciones, los niveles de
los tres mutantes N17 eran similares.
A EGF
N17mutant
MBP
WB: u H-Ras
% activatlon
H-N17
- 100 60 42 36 2
K-N17
B
- 100 89 77 61 45
WB: a Pan-Ras
Figura 1. A: inhibición de la activación de ERK2 dependiente de la concentración de los mutantes
dominantes inhibitorios de Ras. Se realizaron ensayos de la actividad quinasa, usando MBP como sustrato,
de inmunoprecípitados de células COS-7 cotransfectadas con ERK2 (l|ig) junto con el vector (-) o
concentraciones crecientes (50, 100,200 y 250 ng) de las construcciones que codifican H-N17, K-N17 y N-
N17 según se indica en cada caso; las células se estimularon con EGF (lOOng/ml) durante 5 min. después
de 12 ñoras de deprivación de suero. Los paneles inferiores son WB para monitorizar los niveles de H-
N17, K-N17 y N-N17, realizados con los anticuerpos específicos de cada isoforma. En los paneles se indica
la activación media ,en tres experimentos, relativa a la activación de células tratadas con EGF. C: Niveles
de expresión de H-N17, K-N17 y N-N17 usados totales de células transfretadas con 25Ong de las
construcciones que los codifican, y monitorizados por WB mediante la utilización anti-pan-Ras. D: efecto
de la expresión de los mutantes dominantes inhibitorios sobre la activación de ERK2 mediada por MEKl.
Los ensayo se realizaron con inmunoprecipitados de lisados de células COS7 cotranslceladas con HA-
ERK2 (l|ig), y MEK EE <lfig) y los plásmidos de H-N17, K-N17 y N-N17 (250ng), con anü-HA. Paneles
inferiores, niveles de proleína de HA-ERK2 monitorizados por WB con el anticuerpo de HA.
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Para descartar que la inhibición de la activación de ERK2 estimulada por EGF se
debiera a la existencia de efectos inespecíficos, independientes de la trasnducción de señales
mediada por las proteínas de la familia Ras, se cotransfectó junto con los mutantes H-N17,
K-NI7 y N-N17, un mutante constitutivamente activado de MEK1 (MEKE) que se sabe
que produce la activación de ERK2 actúa "down stream" de Ras (Coso et al 1995).
Observamos que la activación de ERK2 por MEKE no se veía afectada por la expresión de
los mulantes dominantes inhibitorios (Fig. 1C), lo que verificaba que los efectos inhibitorios
de H- K- Y N-N17 estaban efectivamente mediados por Ras
4.1.2 La inhibición de ERK2 por los mutantes H-, K- y N-Ras N17 es rescatada por
la sobreexpresión de la proteína Ras salvaje.
Se sabe que el efecto inhibitorio específico del mutante H-Ras N17 puede ser
rescatado por una sobreexpresión de la proteína H-Ras salvaje (Feig y Cooper 1988;Stacey
et al. 1991). Por esta razón, se decidió estudiar si la inhibición de la activación de ERK2 por
EGF debida a K- y N-N17, era también rescatada por la sobrexpresión de sus respectivas
proteínas salvajes. Para este menester, se contransfectaron células Cos-7 con H-N17, K-
N17 y N- N17, junto con concentraciones crecientes de los plásmidos que codifican para
sus respectivas proteínas salvajes, además de la misma concentración de HA-ERK2. Como
se ve en la figura 2, las proteínas salvajes eras capaces de rescatar la inhibición de la
activación de ERK2 por EGF producida por sus respectivos mutantes inhibitorios, incluso a
bajos niveles de expresión. Así se comprobó que con tan solo una relación 2:1 en los niveles
de expresión Ras wt/Ras NI7, se producía este rescate. Para descartar que el aumento de la
expresión de las proteínas Ras salvajes fuera el causante de la activación de ERK-2, se
cotransfectaron los plásmidos que codifican para las proteínas H-,K- y N- Ras salvajes
junto con HA- ERK2 y se comprobó que incluso con altos niveles de expresión de estas
proteínas, la activación de ERK2 producida por las proteínas Ras salvajes, era muy baja y en
ningún caso comparable a la de los experimentos de rescate.
Resultados
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Figura 2 . R e s c a t e de ta i n h i b i c i ó n debida a II ,K- y N - N 1 7 por s u s respect ivas
proteínas salvajes. Se cotransfectaron células COS-7 con AU5-ERK2 (lu.g), con el vector (-) o con
25Ong de los plásmidos H-N17, K-N17 y N-N17 (+) donde se indica, junto con concentraciones crecientes
(500ng, 750ng y l^g) de plásmidos que codifican H-, K- y N-Ras salvajes (wt). Se estimularon las células
deprivadas de suero durante 12 con EGF (100 ng/ml) durante 5 min. y se realizaron ensayas de la actividad
quinasa inmunoprecipitando con anli-ALJ5, utilizando MBP como sustrato. Paneles inferiores: niveles de la
proteína H-Ras determinados por WB usando anticuerpo especifico para H-Ras.
4.2 ESTUDIO DE LA ESPECIFICIDAD INHIBITORIA DE LOS MUTANTES H-,
K- Y N-Ras N17
4.2.1. Rescate de la inhibición de los imitantes dominantes inhibitorios por
isoforroas de Ras heterólogas.
Decidimos estudiar si el efecto inhibitorio de un mutante N17 de Ras podía ser
rescatada solamente por su homólogo salvaje o alternativamente por cualquiera de las
proteínas Ras salvajes. Para este objetivo, se cotransfectaron células Cos-7 con AU5-ERK2
con plásmidos que codifican H-N17, K-NI7 y N-N17 etiquetadas con el epítopo HA, más
los plásmidos que expresan H-, K- y N- Ras salvaje etiquetados con el epítopo FLAG. Las
células fueron estimuladas con EGF y se usaron, tras lo cual, se realizaron ensayos para
determinar el grado de activación de ERK2. De forma empírica, se observó que las proteínas
Ras salvajes tenían que expresarse por encima de una determinada concentración para que
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pudieran ejercer un rescate del efecto inhibitorio de los mutantes Ras, ya que pequeñas
variaciones en los niveles de expresión de las proteínas Ras salvajes o de los mutantes N17,
podían determinar que hubiera una activación o una inhibición de ERK2.Para poder
controlar los niveles de expresión relativa de las proteínas Ras en esta serie de experimentos,
se calculó el ratio de la señal de las proteínas HA-Ras N17 con respecto a las proteínas
FLAG Ras wt. Este ratio no era una comparación exacta de los niveles de expresión de las
proteínas salvajes, ya que se utilizaron dos anticuerpos distintos, anti-HA y Anti- FLAG, que
presentaban distinta afinidad por sus respectivos epítopos. A pesar de ello, el cálculo del
ratio de la señal de HA entre la de FLAG resultó altamente informativo, ya que se pudo
comprobar que se mantenía constante en nuestras condiciones experimentales.
Los resultados de estos experimentos mostraron claramente que los mutantes Ras
N17 presentas diferencias en sus especificidades inhibitorias. En el caso de H-N17, se
observó que el bloqueo que acusaba de la activación de ERK2 inducido por EGF,
únicamente era rescatado totalmente por H-Ras wt, mientras que K-Ras wt y N-Ras wt sólo
producían un leve rescate de este efecto (12% y 16% respectivamente) (Fig. 3A). Estas
diferencias en la capacidad de rescatar la inhibición de Ras, no eran debidas a diferencias en
los niveles de expresión de las proteínas, ya que el ratio HA/FLAG era prácticamente
idéntico en todos los casos. Con respecto a K-N17, el efecto inhibitorio sobre la activación
de ERK2 era completamente rescatado por H-Ras wt, y en gran medida por K- Ras wt
(alrededor del 79%), mientras que la expresión de N- Ras wt no producía ningún efecto
(Rg. 3B). De forma similar, la inhibición de ERK2 debida a N- N17 era rescatada
totalmente por N- Ras wt, mientras que H-Ras wt la rescataba en un 78%, pero no se veía
afectada en absoluto por K- Ras wt (Fig. 3C). Estos resultados constituían la primera
evidencia de que existen diferencias en las propiedades inhibitorias de los mutantes H-, K- y
N-RasN17.
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Figura 3. Rescate de la inhibición de las isoformas de Ras debida a los mulantes H-, K- y N-N17. A:
Rescate de la inhibición de la activación de ERK2. debida a H-N17, por H-, K- y N-Ras
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wt. Se cotransfectaron «fluías COS-7 con AU5-ERK2 < lug). con ^ccto^ vacío (-). >" con 250 ng de HA-N17
(+), junto con 500ng de los plásmidos que codifican H-. K- y N-Ras etiquetadas con el epítopo FLAG. Los
ensayos de la actividad qui nasa se realizaron después de estimular las células con EGF (lOOng.'mi) 5 min..
inmunopreci pitando con AU5 y utilizando MBP como sustrato. Paneles inferiores: niveles de las proteínas
H-, K- y N-Ras moniton/ados realizando WB con sus respectivos anticuerpos específicos; niveles de
protetna HA-N17 y de las isoformas salvajes marcadas con el cpftopo FLAG. En los paneles se indican los
ralios de las señales HA/FLAG en un experimento representativo. B: Rescate por H-, K- y N-Ras wt de la
inhibición de la activación de ERK2 causado por K-N17. C: Rescate por H-. K- y N-Ras wt de la inhibición
de la activación de ERK2 causado por N-NI7. Los experimentos muestran la media y la des\ tación estándar
de al menos cinco experimentos independientes, en relación a los niveles de fosforilación detectados en las
células control.
Los resultados de estos experimentos mostraron claramente que los mutantes Ras
N17 presentas diferencias en sus especificidades inhibitorias. En el caso de H-N17, se
observó que el bloqueo que acusaba de la activación de ERK2 inducido por EGF,
únicamente era rescatado totalmente por H-Ras wt, mientras que K-Ras wt y N-Ras wt sólo
producían un leve rescate de este efecto (12% y 16% respectivamente) (Fig. 3A). Estas
diferencias en la capacidad de rescatar la inhibición de Ras, no eran debidas a diferencias en
los niveles de expresión de las proteínas, ya que el ratio HA/FLAG era prácticamente
idéntico en todos los casos. Con respecto a K-N17, el efecto inhibitorio sobre la activación
de ERK2 era completamente rescatado por H-Ras wt, y en gran medida por K- Ras wt
(alrededor del 79%), mientras que la expresión de N- Ras wt no producía ningún efecto
(Fig. 3B). De forma similar, la inhibición de ERK2 debida a N- N17 era rescatada
totalmente por N- Ras wt mientras que H-Ras wt la rescataba en un 78%, pero no se veía
afectada en absoluto por K- Ras wt (Fig. 3C). Estos resultados constituían la primera
evidencia de que existen diferencias en las propiedades inhibitorias de los mutantes H-, K- y
N-RasN17.
4.2.2. Estudio del papel de la señal de anclaje a membrana en la especificidad
inhibitoria de H-, K- y N-Ras \ 17.
Como se ha dicho en la introducción, las tres isoformas de Ras se diferencian
principalmente en su extremo carboxi-terminal, donde se encuentra la secuencia CAAX, a
través de la cual se anclan a la membrana plasmática, debido a la unión de un grupo
farnesilo y una segunda señal que en el caso de H- y N-Ras consiste en uno o dos grupos
palmitilos, mientras que K-Ras necesita un dominio de polibásico de seis polilisinas.. Tras
los resultados del apartado anterior, decidimos continuar la investigación estudiando si la
señal de anclaje a membrana estaba implicada en las capacidad de una determinada isoforma
Ras de rescatar el efecto inhibitorio de su respectivo mutante. Para realizar este estudio,
generamos una proteína H- Ras que carecía de cisteína 186 (H-ACAAX). a la que añadimos
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en su extremo N-terminal la señal de miristilación de c-Src. Para permitir su detección se
incluyó un epítopo ALJ5. De esta forma conseguimos sustituir una señal de modificación
postraduccional de anclaje a membrana de Famesilación/palmitilización por una de
miristilación/palmitilación (Cadwallader et al. 1994).
Una vez generado el mutante procedimos a comprobar si era capaz de unirse a la
membrana plasmática, para lo cual se expresó la proteína en células cos-7 y se realizó un
fraccionamiento celular (ver materiales y métodos), después se utilizó el anticuerpo que
tiene afinidad por el epítopo AU5 para ver en que fracción aparecía Myr-H-ACAAX.
Como se ve en la figura 4A, en el caso de H-ACAAX que carece del sitio de
farnesilación, la proteína aparecía exclusivamente en la fracción soluble, mientras que
Myr-H-ACAAX aparecía localizado principalmente en la fracción particular, donde
aparecen las proteína unidas a la membrana celular, lo que indicaba que este mutante era
capaz de unirse a la membrana. A continuación, estudiamos si el cambio de la señal de
anclaje a membrana afectaba a la capacidad de H-Ras de activar a ERK2, como se puede
ver en la figura 4A, Myr-H-ACAAX sólo indujo una pequeña activación de ERK2,
cuando se cotransfectaron en células Cos-7, esta activación era comparable a la que
producía la proteína H- Ras salvaje. Sin embargo, cuando se cotransfectó H-ACAAX
comprobamos que era totalmente incapaz de inducir la activación de ERK2(Fig.4A)
S P
H-ACAAX • • •
Myr H-ACAAX ^ ^ B B |
WB: o AUS
!
i
í S 3
H-N17 o - -+• + + + M- N17
Figura 4. Rescate de la inhibición de ERK2 debida a H-N17 por H-Ras miristilada. A. Panel izq:
Distribución celular de las proteínas muíanles H-Ras CAAX. Se transfectaron COS-
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7 se transfecumn con H-Ras salvaje (wt). H-ACAAX. y Myr-H-ACAAX marcadas con el epítopo AU5; los
lisados fueron fraccionados como se explica en Materiales y Métodos, y la se detectó la expresión de las
proteínas mediante WB con anu-AU5. La calle S es la tracción soluble SI00; la calle P es la í'racoón
particular. Panel derecho: Activación de ERK2 por los mulantes H-Ras CAAX. Se realizaron ensayos de la
actividad quinasa, como se indica en Matenaics y Métodos, ce células COS7 cotransfectadas con HA-ERK2
(l^g). y las distintas construcciones indicadas en la figura (500ng, lOOng para H-Ras VI2), o estimuladas
con EGF (100 ng/ml) durante 5 min. B: Rescate por Myr-H-ACAAX de la inhibición causada por H-NI7.
Se transfeciaron células COS-7 con HA-ERK2 Üng), con vector (calles c y -) y con 250 ng de H-N 17
(calles +), junto con 500ng de los plásmidos que codifican para las distintas proteínas Ras donde se indica.
Se realizó el ensayo de la actividad quinasa de las células tras estimular con EGF 5 min. inmunoprecipilando
con HA y usando MBP como sustrato. C: Rescate de la inhibición debida a H-Ras N17 por N-Ras
mtnsulada. Se transfeciaron células COS-7 con HA-ERK2 (lug), con vector vacío (calles c y •) y con 250
ng de H-N17 (+), junto con 500ng de los plásmidos que codifican para las distintas proteínas Ras indicadas.
Se realizó el ensayo de la actividad quinasa de las células tras estimular con EGF 5 min. mmunoprecipítando
con HA y usando MBP como sustrato.
A continuación se estudió si estas construcciones eran capaces de rescatar la
inhibición ejercida por H-N17 sobre la activación de ERK2 inducida por EGF (figura 4B).
Con este fin, se cotransfectaron células Cos-7 con HA-ERK2, junto con el plásmido que
codifica para H-N17 y los mulantes Myr-H-ACAAX , H-ACAAX o H-Ras wt. Como se ve
en la figura 4B, Myr- H-ACAAX rescató la inhibición de H-N 17 al mismo nivel que H-Ras,
por el contrario H-ACAAX no fue capaz de rescatar la inhibición. Estos resultados
indicaban que la proteína Ras mirístilada era tan eficiente como la proteína Ras salvaje
farnesilada a la hora de rescatar los efectos inhibitorios del mutante H-N17.
A tenor de nuestros resultados, nos preguntamos si la sustitución de la señal de
famesilación por la de miristilación podía hacer que otras isoformas de Ras rescataran la
inhibición debida al mutante H-N 17 (Figura 4 C). Para comprobarlo, añadimos una señal de
miristilación de c-Src al extremo N-Terminal de una construcción de N-Ras que carece de la
señal de famesilación, al tener sustituida la cisteína 186 por una serina (Myr-N-C186S).
Esta construcción se transfectó en células Cos-7. Se realizó un ensayo de fraccionamiento
celular, lo que permitió comprobar que Myr-N-C186S aparecía en la fracción particular.
También pudimos comprobar que la expresión de esta construcción activaba débilmente a
ERK2, en los mismos niveles que lo hacían N-Ras y H- Ras salvaje. Cuando se estudió si
Myr-N-C186S era capaz de rescatar la inhibición de la activación de ERK2 debida a H-
N17. quedó de manifiesto que, al contrario de lo que ocurría con N-Ras salvaje, que sólo
rescataba mínimamente el efecto inhibitorio de H- N17, el mutante Myr-N-C186S era capaz
de rescatar la represión de la activación de ERK2, aunque no de forma tan eficaz como Myr-
H-ACAAX.
Estos resultados demostraron que la señal de modificación postraduccional que
reside en el dominio rúpervariabie de las tres isoformas de Ras estaría determinando, de una
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forma u otra, su especificidad a la hora de rescatar la activación de los mulantes dominantes
inhibitorios.
4.2.3. Efecto de los mulantes dominantes inhibitorios de Ras sobre el intercambio
de nacleótidos en las tres isoformas de Ras.
A tenor de los resultados de los apartados anteriores se decidió determinar hasta qué
punto H-, K- y N-N17 eran capaces de inhibir la activación de H-, K- y N- Ras salvajes.
Para este fin, se decidió estudiar cómo H-N17, K-N 17 y N-N17 interferían directamente en
el intercambio de GDP/GTP en H-, K- y N Ras salvajes inducido por EGF. Se
cotransfectaron células Cos-7 con ios mulantes Ras NI7, junto con H-, K- y N-Ras wt
etiquetados con el epítopo AU5 y con el epítopo HA respectivamente para moni ton zar su
expresión. Los usados de estas transfecciones se utilizaron para realizar una serie de
ensayos "pull-down" utilizando la proteína de fusión GST-Raf-RBD unida a glutation
sefarosa, tal como se explica en el apartado 3.113 de los Materiales y Métodos. Esto
permitió recoger las bolas de sefarosa-GST-Raf-RBD formando un complejo con HA-Ras-
GTP. Los precipitados de Ras-GTP se monitorizaron realizando western-blots utilizando el
anticuerpo anti-HA. Por otro lado se realizaron westem-blots de los lisados totales para
determinar la cantidad de Ras total, utilizando también anti-HA. La cantidad de HA-Ras-
GTP relativazada con respecto a la de HA-Ras total permitió determinar el porcentaje de Ras
activado por EGF. Una vez más, era de suma importancia controlar los niveles de expresión
relativos de las proteínas HA-Ras salvajes y los mutantes dominantes inhibitorios AUS-Ras
NI7, con el objeto de descartar que los posibles efectos represores del intercambio de
nucleótidos GDP/GTP fueran debidos a variaciones en los niveles de expresión de los
mutantes Ras-N17 en relación a las proteínas Ras wt. Para lo cual, se calcularon los retios
de expresión HA/AU5, que se mostraron prácticamente constantes en todos los casos.
Comprobamos que el intercambio de nucleótidos inducido por EGF sobre K-Ras
era completamente inhibido por H-N17 y K-N17 pero no por N-N17 (Fig. 5A). Por otro
lado, la activación de H-Ras era potentemente inhibida por H-NI7, mientras que K-N17
causó una inhibición del 22% y N-N 17 sólo era capaz de inhibir el intercambio de
nucleótidos en H-Ras wt en un 16%. De forma similar, el intercambio de GDP/GTP en N-
Ras inducido por EGF era inhibido por H-N17 y por N-N 17, mientras que K-N 17 en las
mismas condiciones experimentales, no parecía tener ningún efecto detectable (Figura 5B y
C) . Estos resultados confirmaron que existían diferencias notables en la especificidad
inhibitoria de los tres mutantes Ras-N17.
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4.2.4 Efecto de H-N17, K-N17 y N-N17 sobre la activación de ERK2 por EGF en
fibroblastos embrionarios de ratón N-ras -/-.
En base a los resultados del apartado anterior, como N-N17 interfería con la señal de
EGF inhibiendo específicamente la activación de N-Ras, sin afectar a K-Ras y afectando
débilmente a H-Ras, se podía esperar, que en ausencia de expresión de N-Ras endógeno, la
capacidad de N-N 17 de disminuir la activación de ERK2 se vería significativamente
disminuida. Para comprobar esta hipótesis decidimos utilizar fibroblastos embrionarios
(MEF), procedentes de ratones que carecen del gen N-ras. Se cotransfectaron MEF
procedentes de ratones knock-out de N-Ras (-/-), con HA-ERK2 junto con los mulantes H-
N17, K-N17 y N-N17 marcados con el epítopo AU5, las células se Usaron y se determinó el
grado de activación HA-ERK2 debida a EGF, realizando ensayos de la actividad quinasa.
Como control, se utilizaron células MEF procedentes de ratones normales (+/+), hermanos
de carnada de los ratones knoc-out de N-Ras. Se comprobó que los tres mutantes
dominantes inhibitorios eran capaces de inhibir la activación de ERK2 por EGF el caso de
los MEF N-Ras +/+, siendo K- Ras N17 el que causaba la mayor inhibición. Sin embargo,
se comprobó que en los MEF N-Ras -/- existían diferencias en el comportamiento de los
tres mutantes N-17, así mientras que H-N17 y K- N17 inhibían la activación de ERK2 por
EGF del mismo modo que lo hacían en los MEF +/+, N-Nl 7 se mostró incapaz de inhibir
la activación de ERK2 (Fig. 5D), a pesar de que se comprobó, utilizando el anticuerpo anti-
AU5, que los niveles de expresión de los tres mutantes N-N 17 era similar. Estos resultados
son una nueva demostración de que los efectos inhibitorios de N-N 17 están mediados
principalmente por N-Ras.
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Figura 5. Inhibición del intercambio de nucleótidos en las distintas isoformas de Ras debido a los
mutantes H-, K- y N- Ras NI7. A: Inhibición del intercambio de nucleolidos en K-Ras por los mutantes
H-, K- y N-N17. La cantidad de Ras-GTP se determino como se describe en Materiales y Métodos,
estimulando 5 min. con EGF (lOOng/ml), células COS-7 cotransfectadas con HA-K-Ras (250ng) en
presencia del vector vacío (-) o de H-N17, K-N17 y N-N17 (250 ng)de cada uno) donde se indica. Panel
superior Niveles de HA-K-Ras-GTP en un experimento representativo, monitorizado con anti-HA en
precipitados por afinidad con GST-RafRBD. Panel intermedio: cantidad de K-Ras en los lisados totales
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(Figura 5 continuación), mantornado con anli-HA. Panel inferior Niveles de proteínas AU5 H-N17, K-
N17 y N-N17 monilonzados con anti-AU5. Los números indican el ratio H.VAU5 en un experimento
representativo. B: Inhibición del intercambio de nuclcóüdos en H-Ras debida a los mulantes H-N17, K-N17
y N-N17. Los valores se obtuvieron como se explica más arriba. C: Inhibición del intercambio de
nucleótidos en N-Ras debida a los mulantes H-N17, K-N17 y N-N17. Lo \alorcs de A-C muestran las
medias y desviaciones estándar de al menos 5 experimentos. D: Efecto de los mulantes dominantes
inhibitorios de Ras sobre la activación de ERK2 debida a EGF en MEFs con N-Ras ddecionado. Se
cotransfectaron transitoriamente MEFs procedentes de ratones Knock-out de N-Ras(-/-), o MEFs de ratones
normales procedentes de la misma carnada (+/+) . con HA-ERK2 (Ipg) con H-N17.K-N17 y N-N17 (250
ng respectivamente) marcadas con el epítopo AU5. Se estimularon las células con EGF 5 min. {+), y se
ensayo la actividad quinasa como se ha explicado antes. Paneles inferiores: Niveles de HA-ERK2 y de los
mulantes marcados con AUS determinados por WB con anti-HA y anü-AU5.
4.3 PAPEL DE LA SUBLOCALIZACIÓN DE RAS EN DOMINIOS DE
MEMBRANA EN LA ESPECIFICIDAD DE LOS MUTANTES DOMINANTES
INHIBITORIOS.
Los resultados de los apartados anteriores junto con datos procedentes de los
trabajos de otros grupos (Prior et al. 2001; Roy et al. 1999), nos hicieron pensar que las
distinta especificidades de inhibición mostrada por los mutantes H-, K- y N- Ras N17,
podían tener relación de algún modo con el patrón de distribución de las tres isoformas de
Ras en distintos microdominios de membrana, por lo que decidimos realizar una serie de
experimentos que nos permitieran comprobar esta hipótesis.
43.1 Estadio de la localización de N-Ras en la membrana plasmática.
Como se ha explicado en la introducción, la compartimentalización de H-Ras y de
K- Ras está bien documentada en diversos trabajos publicados en los últimos años . Estos
trabajos han establecido que H-Ras aparece localizado principalmente en "lipid rafts"
(Prior et al. 2001; Roy et al. 1999; Kranenburg et al 2001; Apolloni et al 2000). tanto
caveolares como no caveolares, y que K-Ras está localizado en membrana desordenada. Sin
embargo, hasta la fecha no se había realizado ningún estudio en profundidad para
determinar la distribución de N-ras. Por ello, como una primera aproximación para
establecer la naturaleza de los dominios de membrana a los que aparece asociado N-Ras, se
realizó un ensayo de solubilidad de en Tritón X-100. Los dominios lipid rafts son zonas de
membrana altamente organizada ricas en esfingolípidos y colesterol e insolubles en Tritón
X-100. además de tener una baja densidad. Estas características permiten que se pueda
determinar que proteínas están localizadas en estos microdominios realizando
fraccionamientos en gradientes de sacarosa de membranas solubilizadas en Tritón X-100.
Para este fin, transfectamos células Cos-7 con las construcciones que codifican para las tres
proteínas Ras marcadas con el epítopo HA, solubilizando las membranas con Tritón X-100
al 0.25%. Después se realizó fraccionamiento por ultracentrifugación en gradiente de
sacarosa y se determinó la solubilidad de las tres isoformas en el detergente. Como se ve en
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la figura 6, el 75-80% de N-Ras apareció en las fracciones de menor densidad. Para
comprobar que en estas fracciones se habían recogido los lipid Rafts se monitorizó la
presencia de la proteína caveolina-1, que se utilizó como marcador de lipid rafts , para lo que
se utilizó un anticuerpo específico. Como se puede ver, N-Ras colocalizó mayoritariamente
con la caveolina-1 en las mismas fracciones. En el caso de K-Ras se comprobó que aparecía
completamente solubilizada en 0,25% de tritón X-100 ya que aparecía localizado en las
fracciones de alta densidad y no colocalizaba con caveolina-1. Por su parte H-Ras, como ya
estaba descrito, también apareció en las fracciones de baja densidad y colocalizó con
caveolina confirmando su localización mayoritaria en lipid rafts. Estos resultados indican
que N-ras presenta una asociación preferente con los dominios lipid Rafts.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 fraction
WB: a caveolin
WB: a HA
Figura 6. Asociación de N-Ras a lipid rafts. Se transfectaron células COS-7 con HA-K-Ras y
HA-N-Ras. Las células se solubilizaron en 0,250% de Tritón X-100 y se obtuvieron fracciones en gradiente
de sacarosa como se explica en Materiales y Métodos. La presencia de las isoformas de Ras en las distintas
fracciones se monitorizó con anti-HA realizando WB. La presencia de caveolina identifica las fracciones de
lipid rafts, por lo que se monitorizó su presencia mediante el uso deanti-caveolina 1
4.3.2Estudio de la localización de N-RAS
Los resultados de los experimentos del apartado anterior indicaban que N-Ras
estaba localizado principalmente en dominios de membrana tipo lipid rafts, pero los
fraccionamientos en gradientes de sacarosa de membranas solubilizadas en Tritón X-100
no permiten discriminar si esta isoforma de Ras está unida a lipid rafts exclusivamente o si
se une también a caveolas.
Para realizar un estudio más detallado de la distribución ultraestructural de N-Ras,
decidimos utilizar técnicas de microscopía electrónica. Para ello se utilizaron células MDCK
transfectadas con construcciones que codifican proteínas quiméricas de la proteína
fluorescente verde (GFP) fusionada con el dominio C-terminal hipervariable de N-Ras o
con la proteína Ras completa Estas células fueron analizadas mediante el uso de
inmunomicroscopía electrónica, marcando las quimeras con anticuerpos específicos para el
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epítopo GFP conjugados a partículas de oro. Para evitar posibles localizaciones
artefactuales debidas a una sobreexpresión exagerada de las construcciones, decidimos
utilizar bajos niveles de expresión, razón por la cual se utilizaron cultivos en los que se
observaba por westenr blot una expresión ciara de la proteína quimérica, utilizando para
monitorizar los niveles la señal anti-GFP, pero en los que al usar el anticuerpo específico
para anti-N-Ras, no se viera una expresión de más de dos veces mayor de la proteína
ectópica con respecto a los niveles normales de expresión endógena de N-Ras. GFP-N-Ras
aparecía claramente localizado en áreas electro-densas de la membrana plasmática, tanto en
el soma celular como en las estructuras diferenciaciones de membrana.( Fig. 7A,B) Sin
embargo, no se observó mareaje específico de caveolas (fig7 A, flecha), mientras que en
células transfectadas con GFP-H-Ras, H-Ras aparecía claramente localizado en membranas
de caveolas. El análisis comparativo de la distribución subcelular de GFP-N-Ras y de GFP-
H-Ras mostró que ambas proteínas de fusión eran detectables en áreas electro-densas de la
membrana plasmática. Curiosamente una alta densidad de partículas de oro aparecían
concentradas en los dominios de membrana que forman la unión de los filopodios (flechas
en fig. 7d,e y f). Como ocurría con GFP-N-Ras, algunas partículas de oro aparecían
agrupadas en distintas áreas del citosol ricas en filamentos intermedios, pero en ningún caso
se observó mareaje de las membranas de retículo endoplasmático rugoso (fig. 7D,G). Con
respecto al citoplasma, las partículas de oro de los anticuerpos inmunorreactivos con la
proteína GFP-N-Ras aparecían principalmente distribuidas en las mitocóndrias (Fig7H) y
eran particularmente intensas en áreas ricas en haces de filamentos intermedios (Fig. 7G If)-
No se vieron diferencias en la localización celular de células MDCK transfectadas con la
construcción que codifica para la proteína quimérica GFP-N-Ras HVR, en la que la GFP
está unida a la región hipervariable de N-Ras, con respecto a las transfectadas con GFP-N-
Ras.
Figura 7 (página siguiente). Localización de GFP-N-Ras por microscopía electrónica
en células MDCK, utilizando anticuerpo contra la GFP y un anticuerpo secundario
conjugado con partículas de oro coloidal de 10 nnt. Se observó mareaje de GFP-N Ras en áreas
electro-densas de la membrana plasmática (A y B). Una caveola (flecha en A) aparece libre de mareaje. Sin
embargo H-Ras aparece localizado en una caveoia (flecha en C) Había una notable concentración de H-Ras
manado con oro en el extremo de una diferenciación de membrana (flecha en D). Tanto GFP-N-Ras como
GFP-H-Rás aparecían caramente distribuidos en la membrana plasmática con una mayor concentración en la
membrana de los filopodios (E y F)- En el citoplasma, algunas partículas de moléculas de N-Ras aparecía
marcad* con oro en el citosol en áreas ocupadas por filamentos intermedios (if en G). También se
obser%arrc partículas de oro en la matnz mitocondrial (M). No se vio mareaje de las membranas de retículo
end^asnáuco rugoso {RER en D,E y G). Las barras de escala indican 100 nm en A y C; 300 nm para el
resto
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Resultados
Los resultados de estos dos apartados indican que N-Ras está localizado en
microdominios de membrana del tipo lipid rafts, sin que sea posible detectar su presencia en
zonas de membrana desordenada ni en caveolas.
4.4 EFECTO DE LOS MUTANTES Ras N17 SOBRE LA ACTIVACIÓN DE
ERK2 INDUCIDA POR ESTÍMULOS MITOGÉN1COS Y EFs DE RAS
Nuestros resultados demostraban que los mutantes dominantes inhibitorios Ras-
N17 tenían especificidad de inhibición, por lo que decidimos utilizarlos para bloquear
diferencialmente la activación de ERK2, por distintos estímulos mitogénicos y distintos
intercambiadores de nucleótidos que actúan sobre las distintas proteínas de esta familia,
4.4.1 Efecto de los mutantes dominantes inhibitorios sobre la activación de ERK2
mediada por estímulos mitogénicos.
En primer lugar se decidió estudiar la especificidad inhibitoria de los tres mutantes
N17 sobre la activación de ERK2 debida a distintos estímulos mitogénicos. Para realizar
este estudio utilizamos células NIH3T3 cotransfectadas transitoriamente con la construcción
que codifica HA-ERK2 y los mutantes H-N17, K-N17 y N-N17 y se estimularon los
cultivos con PDGF o con LPA. Como se ve en la figura 8a, la activación de ERK2 por
PDGF era inhibida intensamente cuando se expresaban los mutantes H-N17 y K- N17
mientras que el mutante N-17 no parecía tener ningún efecto sobre la activación de esta
quinasa.
Cuando se estimuló la activación de ERK2 con LPA, los mutantes dominantes
inhibitorias de Ras se mostraron capaces de reprimir esta activación en distinto grado,
siendo K-Ras N17 el que mostró un mayor efecto inhibitorio,
4.4.2 Efecto de H-,K- Y NI7 sobre la activación de ERK2 mediada por factores
intercambia dores de nucleótidos de Ras.
Del mismos modo que en el apartado anterior, se cotransfectó HA-ERK2 junto a los
mutantes dominantes inhibitorios de Ras y distintos factores de intercambio de nucleótidos
de la familia de proteínas Ras, para ver si la estimulación de ERK2 mediada por estos
factores « veía afectada por la expresión de los distintos Ras NI7. El primer EF que
decidimos utilizar fue SOS 1, que junto a SOS 2 forma una familia de expresión ubicua, que
I/I vivo es capaz de catalizar el intercambio de nucleótidos en las tres isoformas de Ras.
También se transfectaron Ras-GRFl, que in vivo sólo induce intercambio de nucleótidos
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sobre H-Ras, y Ras-GRF2. Por último se transfectaron los tres miembros de la familia
CAL-DAG/GRP, que se caracterizan por tener un dominio de unión a calcio y diacilglicerol.
De este modo se comprobó que la activación de ERK2 mediada por SOS 1 era
bloqueada de forma parecida por los tres mutantes dominantes inhibitorios, como se ve en la
figura 8b. Sin embargo, en el caso de Ras-GRFl sólo H-N17 mostró capacidad de reprimir
la activación de ERK2 mientras que los mutantes K-N17 y N-N17 no demostraron tener
ningún efecto. Cuando se contransfectó Ras-GRF2, se vio que como en el caso anterior, H-
N17 fue capaz de inhibir fuertemente la activación de ERK2 mediada por este factor de
intercambio, pero como se puede ver en la figura 8B, K-N17 y N-N17 fueron capaces de
inhibir de forma patente la activación de ERK2, aunque sin llegar al grado de represión
producido por la expresión de H-N 17. En el caso de CAL-DAG I el efecto estimulador de
ERK2 de este factor de intercambio no se vio alterado en modo alguno por la expresión de
ninguno de los mutantes dominantes inhibitorios de Ras, lo que resultó altamente
interesante. Por el contrario, CAL-DAG II mostró un comportamiento similar al de SOS1,
ya que su capacidad de estimular la activación de ERK era drásticamente inhibida por la
expresión de los mutantes H-N 17, K-N17 y N-17. Por último, cuando se expresó CAL-
DAG III en presencia de H-17 se observó que no había activación de ERK2, mientras los
mutantes K-N17 y N-N17 mostraban una capacidad inhibitoria sensiblemente menor.
Estos resultados en conjunto, pusieron claramente de manifiesto que los mutantes
H-N 17, K-N17 y N-N17, tenían efectos inhibitorios distintos sobre la mayor parte de los
factores de intercambio de nucleótidos de Ras descritos hasta la fecha.
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Figura 8. Efectos de los mutantes dominantes inhibitorios de Ras sobre la activación de ERK2 debida
a estímulos mitogénicos y EFs activadores de Ras. A: Efectos de los mutantes dominantes inhibitorios de
Ras sobre la activación de ERK2 debida mitógenos. Se transfectaron células NIH3T3 transitoriamente con
HA-ERK2 (1 ng), junto con H-N17, K-N17 y N-N17 marcadas con el epftopo HA (250 ng de cada una).Las
células se estimularon con PDGF (lOng/ml) o con LPA (IOJIM) durante 5 min. donde se indica, y se
realizaron ensayos de la actividad quinasa como se ha explicado antes. Panel inferior Niveles de HA ERK2
determinados por WB usando anti-HA. B: Efectos de los mutantes Ras N17 sobre la activación de ERK2
estimulada por distintos Ras-EFs. Se transfectaron células COS-7 con HA-ERK2 (lug), junto con H-N17,
K-NI7 y N-N17 marcadas con el epítopo HA (250 ng de cada una), más distintos Ras-EFs (0,5 ng), donde
se indica (+). Los ensayos de la actividad quinasa se realizaron como se ha explicado anteriormente, C:
Intercambio de GDP/GTP en H-, K- y N-Ras debido a distintos EFs. La cantidad de Ras-GTP se determinó
como se explica en materiales y métodos, usando células COS-7 cotransfectadas con el EFs indicado en
cada caso (0,5 ng) y las distintas proteínas Ras salvajes marcadas con el ep ítopo HA (lug) donde se
indica.
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4.4.3 Estudio de la capacidad de intercambio de nucleótidos en las tres proteínas
Ras mediado por distintos factores de intercambio de nucleótidos.
Para poder realizar una mejor interpretación de los resultados del apartado anterior,
decidimos estudiar la capacidad de los factores de intercambios utilizados para inducir
intercambio de nucleótidos de guanina sobre las distintas isoformas de Ras. Para ello, se
cotransfectaron células COS-7 con HA-H-Ras, HA-K-Ras y HA-N-Ras, junto con los
distintos factores de intercambio de Ras y se monitorizó la inducción de intercambio
GDP/GTP debida a cada factor, realizando ensayos de precipitación por afinidad de Ras-
GTP, utilizando la proteína de fusión GST-Raf-RBD.
Como se ve en la figura 8C, se observó que SOS 1 era capaz de inducir intercambio
de nucleótidos en las tres isoformas de Ras, lo que está de acuerdo con resultados previos
ampliamente descritos en la literatura. Sin embargo Ras-GRFl sólo se mostraba capaz de
inducir la activación de H-Ras. Por otro lado, se vio que Ras GRF2 inducía un potente
intercambio de GDP/GTP en H-Ras, y en un menor nivel en N-Ras y K-Ras. En el caso de
los miembros de la familia CAL-DAG, también pudimos comprobar la existencia de
diferencias de especificidad. Así CAL-DAG II se mostraba capaz de inducir intercambio de
nucteótidos en las tres isoformas de forma muy potente. Sin embargo, CAL-DAG III
mostró diferencias a la hora de catalizar el intercambio de GDP/GTP, siendo sensiblemente
más eficiente sobre H-Ras y N-Ras que sobre K-Ras. Por el contrario, CAL-DAG I no
inducía intercambio de nucleótidos sobre ninguna de las isoformas de Ras.
Los experimentos de este apartado junto con los del anterior, nos hicieron pensar
que a pesar de que las tres isoformas de Ras comparten la mayor parte de sus factores de
intercambio conocidos hasta la fecha, las especificidades inhibitorias de los mulantes H-, K-
y N-Ras N17 sobre los factores de intercambio que hemos utilizado, son marcadamente
distintas. Es más, teniendo en cuenta los resultados de esta tesis en conjunto nos permitió
pensar que los efectos inhibitorios debidos a estos mutantes inhibitorios podrían deberse a
la compartimentalización de las tres isoformas de Ras en la membrana plasmática.
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En esta tesis hemos investigado las especificidades inhibitorias que presentan los
mulantes dominantes negativos H-Ras, K-Ras4B y N-Ras N17. Hemos observado que H-
N17, K-NI7 Y N-N17 presentan importantes diferencias en su capacidad para inhibir la
activación de ERK2 y el intercambio de nucleótidos inducido por EGF en H-Ras, K-Ras4B
y N-Ras. Una posible explicación a este comportamiento seria que los tres mutantes
dominantes inhibitorios de Ras presentan diferencias en su afinidad por los factores de
intercambio de nucleótidos activados por EGF, responsables de activar a la distintas
isoformas de Ras. De los factores de intercambio de nucleótidos de Ras descritos hasta la
fecha, únicamente SOS 1-2 y Ras-GRF2 se expresan ubicuamente (Botwell et al. 1992; Fan
et al. 1997). En las células COS-7, el modelo experimental que hemos utilizado para la
realización de la mayor parte de los estudios bioquímicos de este trabajo, no hemos
detectado expresión de Ras-GRF2. Además, Ras-GRF2 se activa principalmente a través de
receptores acoplados a proteína G, no por receptores tirosin quinasa como el receptor de
EGF (Fan et al. 1997). Así, cabe esperar que los efectos debidos a la estimulación de las
células COS-7 con EGF descritos a continuación, sean mayoritariamente mediados por
SOS1, aunque también hay que tener en cuenta la posibilidad de que existan otros factores
de intercambio de nucleótidos sin describir todavía participando en este proceso.
Hasta la fecha, no se ha realizado ningún estudio comparativo de la afinidad de
unión que presenta SOS por H-, K- y N-Ras. De todas maneras no se espera que haya
grandes diferencias. Primero porque con respecto a la estructura del complejo SOS-Ras , se
ha puesto de manifiesto que los aminoácidos de Ras que intervienen en la unión a SOS son
idénticos en H-, K- y N-Ras (Boriack-Sjodin et al 1998). Segundo, cualquier diferencia en
la afinidad de unión de SOS a las tres isoformas de Ras sería reflejada por la eficiencia con
que SOS estimularía el intercambio de nucleótidos en H-, K- y N-Ras in vitro. De hecho,
se sabe que SOS induce el intercambio de nucleótidos sobre las tres isoformas de Ras de
forma jerárquica H-Ras > N-Ras > K-Ras (Jaumot et el. 20Q2),pero estas variaciones
observadas en la capacidad de SOS para inducir la activación de las distintas isoformas de
Ras son muy pequeñas. Esto mismo ocurre con otros factores de intercambio de
nucleótidos como Ras-GRF, en este caso las diferencias del potencial activador de este EF
sobre las distintas isoformas de Ras no son nunca mayores a dos veces(Lenzen et al.
1998). Considerando estos datos, no parece probable que posibles diferencias en la afinidad
por las tres isoformas de Ras, de los factores de intercambio de nucleótidos de esta familia,
sean la explicación para las grandes diferencias que se observan de en la capacidad de los
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mutantes H-, K- y N-Ras N17 de inhibir las funciones de Ras en células estimuladas con
EGF.
Se puede proponer una explicación alternativa, utilizando la información recogida en
el trabajo de distintos grupos en los últimos tiempos, en los que se describe la
compartimentalización de las proteínas Ras en distintos dominios de la membrana
plasmática (Prior y Hancock 2001). Se ha descrito que H-Ras aparece distribuida
prácticamente a partes iguales en dominios de membrana lipid rafts caveolares y no
caveolares, así como en membrana desordenada. Por otro lado, en estos trabajos se ha
observado que K-Ras aparece localizada principalmente en membrana desordena (Prior et
al. 2001; Apolloni 2000; Roy et al 1999). Un Trabajo reciente, describe la presencia de K-
Ras en caveolas (Kranenburg et al. 2001), sin embargo esta conclusión está basada en
imágenes de microscopía confocal, en las que según estos autores habría colocalización de
K-Ras con caveolina, algo que no han podido demostrar los resultados anteriores, realizados
mediante la utilización de técnicas de microscopía electrónica, que ofrece una mayor
resolución y permite poner en duda los resultados obtenidos por microscopía confocal.
En este trabajo hemos realizado el primer estudio sobre la localización de N-Ras,
hemos encontrado que aparece localizado principalmente en dominios de membrana tipo
lipid rafts, sin embargo, no se ha observado su presencia en caveolas, en contra de lo que
afirmaban trabajos anteriores realizados, de nuevo, mediante técnicas de microscopía
confocal (Kranenburg et al. 2001). Nuestros resultados indican que N-Ras también
colocaliza con H-Ras en la membrana plasmática, en los ápices de los filopodios y otras
prolongaciones membranosas. Por otro lado, hemos observado la presencia de N-Ras en
mitocondrias, lo que está de acuerdo con resultados ya publicados, en los que se demostró
que esta isoforma estaba presente en preparaciones muy puras de mitocondrias (Rebollo et
al. 1999), lo que podría estar directamente relacionado con la señal antiapoptótica generada
por N-Ras en células en estado basal (Wolfman et al 2000). Algo que resulta interesante es
la colocalización de N-Ras con filamentos intermedios en el citoplasma, lo que hasta ahora
no había sido descrito por lo que se pensaba que la única isoforma de Ras asociada a
citoesqueleto era K-Ras. Posiblemente la presencia de N-Ras en las últimas fracciones del
gradiente de sacarosa (aproximadamente un 20%), se deba a las moléculas de N-Ras
localizadas en mitocondrias y asociadas a filamentos.
Basándonos en la consabida distribución de las tres isoformas de Ras en distintos
micTodominios de membrana, hemos establecido un modelo, expuesto en la figura 1, para
explicar nuestros resultados sobre las propiedades inhibitorias de los mutantes dominantes
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inhibitorios H-, K- y N-Ras N17. Como ya se ha explicado anteriormente, H-Ras aparece
localizado en caveolas, en lipid rafts no caveolares, donde colocaliza con N-Ras, y en
membrana desordenada, donde colocaliza con K-Ras. Por ello creemos, que es concebible
que H-N17 se encuentre localizado en todos estos compartimentos de la membrana celular,
ya que su señal de anclaje a membrana es idéntico al de la proteína salvaje. Por la misma
razóo, es de esperar que K-N17 aparezca únicamente localizado en membrana desordenada,
mientras que N-N17 estaría limitado exclusivamente a microdominios de membrana del tipo
lipid rafts no caveolares. Aunque H-Ras se distribuye por igual en las distintas
localizaciones, hay evidencias que sugieren que la activación inicial de H-Ras tiene lugar en
caveolas (Prior et al 2001; Roy et al 1999. Mineo et al. 1996; Liuetal 1996; Liuetal 1997).
No obstante, aunque la activación principal de H-Ras ocurra en caveolas, la presencia de esta
isoforma en membrana desordenada y lipid Rafts hace pensar en una señal secundaria
mediada por H-Ras, menos intensa en estos dominios, donde también tendría lugar la
activación de N-Ras y de K-Ras.
LIPID RAFTS DISORDERED MEIVPRANE
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Figura I . M o d e l o de l o s e f e c t o s de l o s e f e c t o s de l o s imitantes dominantes i n h i b i t o r i o s
de Ras en distintas microlocalizaciones de membrana plasmática. H-Ras estaría presente en
caveolas, en lipid rafts no caveolares , donde colocalizaría con N-Ras, y en dominios de membrana
desordenada junto con K-Ras. Así, H-Ras N17 estaría presente en todas estas legalizaciones. K-Ras N17
estaría restringido a dominios de membrana desordenada, mientras que N-Ras N17 estaría limitado a
dominios de tipo lipid rafts no caveolares. Debidos a esto, H-Ras N17 podría inhibir la seña) principa] de H-
Ras en caveolas la activación de la señaJ secundaria de H-Ras y de N'-Ras en Itpid rafls y la activación de otra
señal secundaria de H-Ras y de K-Ras en membrana desordenada. Por otro lado, el efecto inhibitorio K-Ras
N17 estaría limitado a dominios de membrana desordenada, donde bloquearía la señal secundaria mediada por
las moléculas de H-Ras localizado en estos microdominios, así como la señal de K-Ras. De forma parecida,
N-Ras N17 inhibiría la activación de su respectiva isoforma salvaje y la activación de la señal de H-Ras
debida a las moléculas localizadas en estos dominios de membrana.
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Por esto pensamos que H-N17 estaría bloqueando la activación de la señal principal
de H-Ras en caveolas. La señal de N-Ras en lipid rafts y otra señal secundaria de H-Ras,
seria inhibida por la población de H-Ras N17 localizada en estos microdominios. Mientras,
las moléculas del mutante dominante inhibitorio H-Ras N17 localizadas en dominios de
membrana desordenada estarían ejerciendo el efecto inhibitorio sobre K-Ras y sobre otra
señal secundaria de H-Ras. Esto concuerda con nuestros resultados que demuestran que la
inhibición debida a H-N 17 es ampliamente rescatada por la sobreexpresión de H-Ras
salvaje, que es capaz de restituir la señal de H-Ras en todas sus localizaciones. Sin embargo,
la inhibición de H-N 17 es rescatada ligeramente por la sobreexpresión de K-Ras (12%),
que estaría restaurando la señal en la membrana desordenada; por su parte N-Ras rescata
también ligeramente la señal de H-Ras (16%), al restablecerse la señal en lipid rafts.
En el caso del mutante K.-N17, se observa una inhibición total de la señal de K-Ras
y una diminución parcial de la de H-Ras (22%), ya que solo puede interferir con la señal
mediada por H-Ras en membrana desordenada. Debido a que K-Ras no está presente en
lipid rafts la activación de N-Ras no se ve afectada por la presencia de K-N17. Por esta
razón, el efecto inhibitorio debido a la expresión de K-N17 está limitado a la membrana
desordenada, por lo que de acuerdo con nuestro modelo, cabe esperar que sólo pueda ser
rescatada por la sobreexpresión de las isoformas de Ras que localizan en membrana
desordenada esto es, H-Ras y la propia K-Ras, lo que concuerda plenamente con nuestros
resultados.
De forma parecida, el mutante dominante inhibitorio N-N17 inhibe completamente
la activación mediada por su forma salvaje y bloquea la señal debida a la porción de H-Ras
localizada en lipid rafts (16%). Nosotros observamos que la sobreexpresión de las formas
salvajes de H-Ras y N-Ras compensan el efecto inhibitorio de N-N17, que tiene lugar
exclusivamente en lipid rafts lo que concuerda de nuevo con el modelo que hemos
elaborado . Como N-N17 no está presente en membrana desordenada, no tiene ningún
efecto sobre la activación de K-Ras salvaje. El modelo que proponemos relaciona nuestros
resultados sobre las propiedades de los mulantes dominantes inhibitorios de Ras. con la
idea de que las funciones específicas de las distintas isoformas de Ras se deberían
principalmente a que estas proteínas están localizadas en distintos microdominios de la
membrana plasmática. Estos datos, obtenidos utilizando como modelo células COS-7. son
fuertemente apoyados por nuestros resultados obtenidos en fibroblastos que carecen del
gen S-ras. En este modelo celular, demostramos que la ausencia de la proteína N-Ras
endógena disminuye drásticamente los efectos inhibitorios de N-N17 sin afectar los de H-
Nl-vK-Nl7.
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Nuestros resultados demuestran también, que la sustitución en H-Ras de la señal de
farnesilación por una señaJ de miristilación no afecta a la capacidad de la proteína H-Ras
miristilada/palmitilada resultante para rescatar el efecto inhibitorio de H-N17. También es
interesante que el cambio en N-Ras de la señal de anclaje de farnesilación por una señal de
miristilación potencia también la capacidad de esta isoforma para rescatar la inhibición
debida a H-N17. Una posible explicación para este fenómeno, vendría apoyada por
resultados recientes que apuntan a que H-Ras miristilado se distribuye en la membrana
plasmática del mismo modo que H-Ras salvaje (Jaumot et al. 2002). En el caso de N-Ras
miristilada, lo que estaría ocurriendo es que aumentaría la concentración de N-Ras en
dominios de membrana del tipo lipid rafts caveolares, permitiendo que colocalizara con H-
N17 en estas estructuras, posibilitando así un rescate más eficiente del efecto inhibitorio de
H-N17. Estos resultados demuestran que la distinta localización de H-Ras y N-Ras en los
microdominios de membrana dependen fundamentalmente de las distintas modificaciones
que sufren en su extremo C-terminal durante el proceso de modificación postranscripcional.
Nuestros resultados sólo nos permiten establecer un modelo de lo que ocurre en la
membrana plasmática, pero el hecho de que distintos trabajos hayan demostrado que H-Ras
aparece localizado en endomembranas de forma estable y funcional, haría necesaria la
confirmación de que los mutantes dominantes inhibitorios presentan las mismas
especificidades inhibitorias en estas localizaciones (Chiu et al 2002; Bivona y Philips 2003).
Sin embargo, teniendo en cuenta que los mutantes dominantes inhibitorios localizan en los
mismos microdominios de membrana que las proteínas salvajes, lo más probable es que
también presenten el mismo patrón de localización en endomembranas que H-, K- y N-Ras.
Por otro lado, se ha detectado la presencia de microdominios el aparato de Golgi por lo que
las dos isoformas que aparecen localizadas en este orgánulo, H-Ras y N-Ras, deben de estar
distribuidos como en la membrana plasmática, por lo que cabe esperar que los mutantes
dominantes inhibitorios de estas isoformas presenten el mismo comportamiento que en la
membrana plasmática. Nuestro modelo sí sirve para dar una explicación completa de lo que
ocurre con el mulante K-N17, ya que K-Ras no aparece localizado en endomembranas y
aunque se ha descrito su asociación a microtúbulos, no se ha demostrado que en esta
localización sea funcional.
Una vez establecido el rango de especificidades de los mutantes dominantes
inhibitorios de H-. K- y N-Ras, los hemos utilizado como reactivos para investigar la
contribución relativa de sus correspondientes ¡soformas salvajes a las señales generadas por
una serie de estímulos capaces de producir la activación de Ras. lo que también nos ha
permitido comprobar la verosimilitud de nuestro modelo. Por un lado, estudiamos el efecto
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de los mutantes dominantes inhibitorios de Ras sobre la señal debida a distintos estímulos
mitogénicos que se unen a distintos receptores de membrana. El uso de estos mutantes
podría ser también una herramienta importantísima para determinar en que compartimentos
de la membrana plasmática estarían generándose estas señales.
Así, hemos comprobado que la señal de activación de ERK2 por EGF es inhibida
por las tres isoformas, aunque de forma distinta: H-N17 inhibe casi totalmente el efecto de
EGF, K.-N17 ejerce una inhibición del 88%, y por último N-N17 inhibe un 55%. La
inhibición llevada a cabo por H-N17 es el resultado de bloquear la señal generada por EGF
en caveotas, lipid rafts y membrana desordenada, mientras que la ejercida por K-N17 es
debida exclusivamente a la inhibición de la señal originada en membrana desordenada, por
lo que estos resultados sugieren que K-Ras sería la isoforma de Ras utilizada
preferentemente por EGF para activar la cascada de ERK.
Una situación similar se observa al inhibir la activación de ERK por PDGF, que es
inhibida al mismo nivel por H-N 17 y K-N17 pero mucho menos por N-N17, lo que esta en
consonancia con resultados previos que apuntaban a que N-Ras no media eficientemente la
activación debida a PDGF. (Wakelam et al 1986). La prevalencia del componente de la
señal mediada por K-Ras en membrana desordenada es también importante en el caso de la
activación de ERK2 estimulada por LPA, que es mas potentemente reprimida por K-NI7.
De forma similar, hemos utilizado los mutantes dominantes inhibitorios de H., K y N-Ras
para intentar determinar la especificidad que presentan distintos factores de intercambio de
nucleótidos de la familia Ras a la hora de activar las distintas isoformas de las proteínas Ras.
De este modo hemos visto que la activación de ERK2 mediada por Ras GRF1 es
completamente inhibida por H-N 17 mientras que la expresión de K-N17 y de N-N17 no lo
afectan en absoluto. Estos resultados indican que Ras-GRFl sólo es capaz de activara H-
Ras, lo que está perfectamente de acuerdo con resultados previos que demostraban que in
vivo Ras-GRFl sólo induce intercambio de GDP/GTP en H-Ras, pero no en K-Ras ni N-
Ras (Jones et al. 1998). Una situación similar es ia que pudimos observar en el caso de
Ras-GRF2. donde K-N17 y N-N17 sólo son capaces de disminuir ligeramente la activación
de ERK2 debida a este factor de intercambio. Estos datos se pueden interpretar en el sentido
de que Ras-GRFl estaría activando a H-Ras exclusivamente en caveolas, mientras que Ras-
GRF2 seria capaz de inducir, a un menor nivel, la activación de Ras en membrana
desordenada > en lipid rafts. De hecho, hemos podido comprobar que Ras-GRF2 es capaz
de inducir intercambio de GDP/GTP sobre N-Ras y K-Ras, aunque a un menor nivel que
en el caso de H-Ras.
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En el caso de CAL-DAG III, la capacidad de activar a ERK2 está significativamente
afectada por la expresión de H-N17. mientras que la expresión de K-N17 y de N-N17 tiene
un menor efecto inhibitorio. Esto pone de manifiesto que la porción de H-Ras localizado en
caveolas es el principal mediador de este factor de intercambio de nucleótidos para activar a
ERK2. En el caso de este factor de intercambio, hemos comprobado que el efecto que
ejercen los mutantes dominantes inhibitorios de Ras sobre su función, se ajustan a las
diferencias de afinidad que se habían descrito en ensayos de intercambio in vivo. De hecho,
nuestros resultados ponen de manifiesto que CAL-DAG III activa principalmente a H-Ras,
mientras que muestra una menor capacidad para inducir el intercambio de nucleótidos sobre
K-Ras y N-Ras.
En el caso de SOS 1 y GAL-DAGII, se da una situación especialmente llamativa, ya
que en este caso, los tres mutantes N17 suprimen la activación de ERK2 con una eficiencia
similar. En principio no esperábamos este resultado, ya que en función a nuestro modelo, si
la señal generada en caveolas, lipid rafts y membrana desordenada fueran iguales, seria de
esperar que H-N17 ejerciera una mayor inhibición que los otros dos mutantes dominantes
inhibitorios. Aunque no tenemos una explicación precisa a este fenómeno, una posible
explicación podría ser que los niveles de expresión de estos dos factores de intercambio
serian tan altos que podrían revertir los efectos inhibitorios de los mutantes dominantes
inhibitorios en todas las localizaciones. Una segunda posibilidad, sería que los mutantes N-
17 podrían estar suprimiendo completamente la activación de ERK2 llevada a cabo por las
tres isoformas de Ras y lo que estaríamos viendo es una activación residual de la ruta de
ERK2 inducida por SOS 1 y CAL-DAG II mediada por otra GTPasa. De hecho, tanto
SOS 1 como CAL-DAG II pueden estimular el intercambio de nucleótidos en M-Ras , y en
el caso de CAL-DAG II también sobre TC21 (Ohba et al 2000). Una situación similar
podría ocurrir en el caso de CAL-DAG I. Hemos demostrado que este factor de intercambio
es incapaz de inducir el intercambio de nucleótidos en ninguna de las isoformas de Ras, lo
que concuerda con los resultados de otros grupos (Clyde-Smith et al 2000). A pesar de
esto, nuestros resultados muestran una potente activación de ERK2 inducida por CAL-DAG
1, que además es insensible a la expresión de los mutantes inhibitorios H-N17, K-N17 y N-
NI7. Debido a que CAL-DAG I es un factor de intercambio efectivo de Rap-1 (Clyde-
Smith et aJ 2000), es posible que este intercambiador esté activando ERK2 a través de la ruta
Rap>B-Raf>MEK. de una forma independiente de Ras.
En resumen, nuestros resultados demuestran que, a pesar de que las tres isoformas
de Ras comparten la mayor parte de los factores de intercambio, la especificidad de
inhibición presentada por los mutantes dominantes inhibitorios H-N17, K-N17 y N-N17 es
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significativamente distintas. De hecho, demostramos que las especificidades inhibitorias que
presentan estos mutantes pueden ser razonablemente explicadas a la luz de los recientes
descubrimiento sobre la compartimentalización de las proteínas Ras en distintos dominios
de membrana. Esta situación puede tener un precedente en lo que ocurre en el caso de la
familia de proteínas Rho. Se conoce que la mayor parte de los factores de intercambio de la
familia Dbl son capaces de inducir intercambio de nucleótidos en Rho, Rae y Cdc42
(Whitehead et al 1997). A pesar de esto, el uso de los mutantes dominantes inhibitorios de
Rho, Rae Y Cdc42 ha demostrado tener efectos extremadamente específicos. A la luz de
nuestros resultados cabe pensar que esta especificidad pueda residir en gran medida, en la
presencia de las proteínas Rho en distintas localizaciones de membrana. Como ocurre con
los mutantes dominantes inhibitorios de la familia Rho, nuestros resultados abren la
posibilidad de utilizar los mutantes dominantes inhibitorios H-N17, K.-N17 y N-N17 como
reactivos para futuros trabajos centrados en investigar las funciones de las proteínas Ras y
las diferencias entre H-Ras, K-Ras y N-Ras
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Conclusiones
6. CONCIA SIOM.s
1. Los mutantes dominantes inhibitorios H-Ras N17, K-Ras N17 y N-Ras N17
presentan especifícidades inhibitorias signifícativas:
- H-Ras N17 puede inhibir la activación de las tres isoformas de Ras.
- K-Ras N17 inhibe completamente la activación de K-Ras y ligeramente la de
H-Ras.
- N-Ras NI7 inhibe completamente la activación de N-Ras.
2. La isoforma N-Ras aparece localizada en dominios de membrana tipo lipid raft
no caveolares.
3. La especifícidad inhibitoria de los mutantes sería debida a la localización en
distintos subdominios de membrana.
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Ras GTPases inelude the isoforms M-lias. K-Ras, and
N-Ras. Despite their great biochemical and biological
similarities, evidence is mounting suggesting that Ras
proteins may not b« functionally redundant. A wide-
sprcad strategy for studying small GTPases is the utili-
zation of dominant inhibitory mutants that specifically
block the activation of their respective wild-type pro-
teins. As such, H-Ras N17 has proved to be extremely
valuable as a too) to probé Ras functions. However, a
comparativo study on the inhihitory specificities of H-,
K-, and N-Ras N17 mutants has not been approached
thus far. Herein, we demónstrate that H-, K-, and N-Ras
Ni7 mutants exhibit markedly distinct inhibitory' effeets
toward U-. K-, and N-Ras. H-Ras NI7 ran effectively in-
hibit the activation of all three isoforms. K-Ras NI7 eom-
pletely blocks the activation of K-Ras and is only slightly
ínhibitory un H-Ras. N-Ras Ni7 can mainly ínhibit N-Ras
activation. In light of the recent data on the compart-
mentalization of H-Ras and K-Ras in the plasma mem-
brane, here we present for the first time a description of
N-Ras cellular tnicrotocalization. Overall, our results on
Ras N17 mutants specificities exhibit a marked córrela-
tion with the localization of the Ras isoforms to distinct
membrane microdomains.
Ras GTPases are essential mediators in signating pathways
that convey extracellular signáis from surface receptors to the
interior of the cell. functioning as molecular switches in pro-
cesses governing cetl proliferation, survival, and difTerentiation
11, 21. The thret' mammalian ras genes encode for four proteins:
H-Ras, K-Ras4A. K-Ras4B. and N-Ras. of 189 amíno acids (188
in K-Ras4B' and 21 kDa. These proteins are idéntica! over the
N-terminal 85 residues. and their identiiy is up to 90'; within
the foilowing 80 residues, The main div^rgcnce among Ras
rms is reítricied to tht- 24 C-terminal amino acids, in
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which less than IOT of the residues are identical betwpen any
pair of protpins. with the solé exception of rysteine 186. For this
reason, this segment has been termed the heterogeneous or
hypen.-ariab]e región (3). This rt-gion cuntains an essenlial sig-
nal for localizing Ras to the inner surface of the plasma mem-
brane. the CAAX box íC • cysteine, A = alyphatic amino acid.
and X - serint'/methionine), located at the extreme C terminus.
The CAAJÍ box sufTers a post-translational modifícation that
makes it more hydrophobic. The cysteine is farnesylated. the
AAX" sequence is proteolyzed, and the newly C-terminal cys-
teine is carboxymothylated (4). A second signa! is required for
efficiently positioning Ras in the membrane. This is accom-
plished by palmitoylation of cysteine 181 in N-Ras and cys-
teines 181 and 184 in H-Ras. In the case of K-Ras-lB the íteond
signa] consist of a polybasie motif of six lysint-s (175-180' that
is believed to interact electrostatically with the negatively
charged membrane Í6-7).
In mammalians. the three rnf genes are ubiquitously ex-
pressed, even though the expression pattern for each gene? is
quantitatively different depending on the organ (8, 9(. Varia-
tioní in the expression pattern also exist throughout embryonic
development 18, 101 and dunng tlifTerentiation processei í2l.
But despite these differences. no instance has been reponed in
which the expression of any one of the three ras genes is
completely absent. This has lead to the notion that. regardless
of their grtat similarities. the functions of the three Raí pro-
teins may not be completely redundant. In this line. dunng
these past years a considerable amount of data has been aecu-
mulated that speaks in favor uf ihe three Ras proteins having
difTerential functions. As such, different ras genes are acti-.ated
in different human tumors "11, 12). Likewise. the thre* ros
genes have difieren! transforming potential depending on the
cell line <13). suggestive of cell-specifíc activities. Ras pro:eins
exhibit dtstinct sensitivities lo inhibtiion by GAPí 1141 arid to
activation by guanine-nucleotide exchange factors 'GEFÍ 15.
16». Also, regarding efTector interactions. Ras isotornií vary in
their abilitv to actívate Raf. phosphoinositidt" 3-kinast and
Rac-1 '17-19i. But perhaps the most compelling evidenc« ad-
vocating for the three Ras proteins having distinct funrrions
1
 The abbrevi.i!:.¡ii- u-t-d Jri- GEF. euHninf-nudi-íiüde excha:
tor HA. hemagplutmin: MDCK. Madm-Darby canine kidnc-. MEK.
mouse embno Gbrobbift; EGF. epidemial growth factor: PIHiF
le!-dfn\ed growth factor; Lf'A. lv*nphi>áphatidic acid. K.RK. ejttr¿:ellu-
iiinal-rfirufated kinase. MBP. myelin basic protein: PBÍ -hos-
pbate-buflered saline; MEK. miiugen-acti valed protein
fxiracellular signal-regulütrtl kina.-e kinase: GST. gh
S-transferaíe; GFP, green fluiwiwcent protein
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has boi>n provided hy cent- l;írn<'üní; exponmc-nts. ll hns
ftmnd that N-ras knock-out mice develop and reproduct- ñor-
nially (20). H-ras knock-out animáis are aiao norma! 21
Strikinply, H- and K-ras doubti- knock-outs abo exhibit no
dotectaUe bfauannaütiea Í22). OH the other hund. K-
CÍIMH mico die durinp emfaryonic deveJopmetrt i23,24),
ing thiit K-Ras possessea function> not sh.irrdl by H- or K - R M
Ri-cptitly. a considerable b«dy otvñáentx h;is been accumu-
lated raggestiog thui thi- aforementioned biocfaetnicaj and bio-
logical difTenMices iimong Ras isuforms could lv due. in part. to
variations ¡n plasma membrane mitrolocnlization I"25Í. In this
line, it has been shown that H-Raa is equally localized in
caveolae, lipid rafts. and disordered membrane By contrast.
K-Ras is preferentiaily located ¡n disordered, nonrafl pla.-nvt
membrane (26), aithough sume may be present in caveolae
depending on the cell type (27). Likewise. N-Ras localizes to
caveolin-positive and caveolin-negative domains (27), but its
detailed microlocalization has not been examined so far. Recent
reports also demónstrate that all of the information required
for membrane localization is contained in the hypervaríable
regions of the Ras isoforms (28, 29) that also díctate how Ras
proteins traffic to their final locations. Whereas H- and N-Ras
traffic to the plasma membrane along the secretory pathway
through the Golgi complex. K-Ras4B is direcily routed from the
i mloplasmic reticulum to the membrane by stiü unknown
mechanisms (30, 31).
Múltiple strategies have been utilized thus far to unveii the
functkons of Ras proteins in cells. Among these, the use of
dominant inhibitory mutants is now widely established (321.
Ever sin.ce íts Identification (33. 341 the Ras mutant with a
substitution of serine 17 by aspargine iRas N171 and its homo-
logues have been invaluable tools in the extensivo progress
that has been made in our understanding of the roles of Ras-
related GTPases in general and of Ras in particular It is now
accepted that Ras N I " mutants work in vivo by competing with
wild-type Ras for binding to exchange factors. Becau.se N I "
mutants have a higher affinity for exehange factors than does
normal Ras, and they cannot interact with downstream effec-
tors, this results in the formation of unproductive complexes.
thereby preventing the artivation of endogenous Ras '32). As
such. it could be concluded that rather than inhíbiting Ras
itself. N17 mutants inhibit the function of exchange factors.
Consistently. because most Ras exchange factors can actívate
H-, K-, and N- Ras, at least in vitro (351. the expression of one
Ras N17 mutant could be predicted to block the activation of
the other two Ras isoforms. This conceptual pitfall may have
precluded a more extensive use of the N17 mutants for the
study of the differential functions of the three Ras isoforms
However. a compárame study on thespecificitiesof H-. K-, and
N-Ras dominant inhibitory mutants has not been approached
experímentally so far.
Herein. we have undertaken that challenge. We demónstrate
tfaat H-, K-. and N-Ra* N'17 mutants t-xhibit markedly distinct
specificities on their inhibitorv functions. H-Ras NI7 can in-
hibit the activalion of all three isoforms. K-Ras N*17 completely
inhibits the activation of K-Ras and, slightly, that of H-Ras.
Likewise, N-Ras NI7 can chiefly inhibíi N'-Ras •ctivatton
These results can be explained in light of the recent data on the
compartmentalization of Ras proteins. In this respect. we pres-
ent for ihe finst time a detailed description of N-Ra> cellulnr
microlocalization.
MATERIALS AND METHODS
Conslructs—Plasmids encoding for CAL-DAU 1 and lil wcre pro-
vided by M. Matsud;, (., i;í:l' CAL-DAG !!• m provide- b> J.f
St,.ne. Ras-CRF2 wat pnmded by M F Moran. K-Kaf4B N17. N
N'17. and H-Ras ACAA.Y bcking Cys""1' and NRas Sl86l^ *tre gen-
erated by PCR-direct«i mutagenesis and venfied b>-
Sequenrw of ihf oügoaudeotidet tttilind :irr •vwtabl* upon
The in.wrtí «ere donad ia pCEFL, A ModiHed |>f'l>NA3 in which the
cyUmega lo t inu promoter ^.t> tubstibrtad Tur the Kh ' l . i proanoter.
i 'ontainnii: .m N-termind hemaggltttifíin IHAt, • Kl_\(i or :m Al:-ri tag,
or a Srt' myrístojrlatioo sijniiil. a* indiratit) IIKa*. NKas íiml N K.i-
C-terminal 26 omino acids (hypervriaMB rvpioni «ere dened m
pEGFP-Cl
Celi Culture—COS-7, MH:lT:l. -md MIMK cefb w«t« regulariy
er'wn in Dulbifcn's BSddiSed E&girB mtiiiuni suppli'rui'ntrH with 10
li'ial calTurram inew born. fur NlH:tT:l ' O IS-7 inbcoaflaenl <>IU worc
lranafert«d l« iln- DEA£-d«xtnii) u-chniqu<> '^Hi MEFs w m regularly
^rown in DaRHtC0% modifiod Eagl^'l médium suppli'mcnlctl witli I• ">
fi'tal talf srrum, i -ului.iminr 2 mM, 0.1 mtl mínimum Bfontial awdium
nünpssential anunn aeids. (J-mercaploeihanol SS ^M MKKs, NIH3T3,
and MDCK celts were transít-cted with LipofoctAMlNE (lnvitrafenl
following the manuíacturer's insiructions EGF una PDGF wcrc from
Upstate Biutechnology, Inc LPA was from Sigmn
Kinnse A$$oy$—ERK2 kinase activuifs wer* determined as previ-
ousty described t37). in anti-HA jmmunoprecipitates using myelin b;)>it-
prolPin I M B P I a« substrato (Sismal
Immunoblotttng—Total lysatei and immunoprecipilates wero frac-
tionated in SDS-PAGE gcls and transforred onto nitrocellulose filters
as describid (38), Immunocomplexps wpre visualized by ECL detection
1
 Amcrsham Bioscicncesi usjng horseradish peroíidast-cnnjugatod SPC-
ondan, antibodics (Cappel I. Mouse monoclonal anlibodies anti-Al'5 and
anti-HA antibodies were from Babeo. Mousc monoclonal anti-FLAtí
was from Invitrogen. Mouse monoclnnal antibodies anti-H-Raa. -K-Ras.
-N-Raa, and -caveolin were from Santa Cruz Laboratories Mouse mono-
donal aun Pan K;is wa-s frum Calbiochem
fias GTP Loading—Ras GTP loading was performod basically as
describid >39>. Bnefiy, HA-Ras-transfecled cells were lyscd in HRM
bufTer 125 mw HEPES, pH 7 3. 10 mM MgCI ,^ 150 mM NaCl, 0.5 mM
EGTA, 20 m.v íi-gLycerophosphate, 0.5^ Nonidet-P40, 4% glycerd. 2
mM sodium orthovanadate, 1 mM phenylmethylsulfonyi fluoride. 25
/ig'ml leupeptin, and 25 ^g/ml aprntinin HA-Ras was affinstv sequvs-
tered with bactcnally synthesized GST-Raf Ras-bindingdnmain laminu
acíds 1-149L Immunobiols were performed aa described above using
anti-HA antibody and quanlitated by densiiometry, using the program
NIH Image 1.60. Ras-GTP levéis «MM relaied lu total Ras protein levéis
as determined by anti-HA immunoblotting in the corresponding total
lysates.
Subcellular Fraetionation—Subcellular fracliunatinn was perforrned
in 20 niM HEPES pH 1A bufTer. basically as described "37>.
Sucrone Gradients—Thu cells were collected and resuspended in 25
mu Tris. pH 7.4. 150 mM NaCl. 5 mM EDTA. and 0.25'r Tnton X-100.
rocking at 4 *C for 1 h. The lysatos were sel to a sueros» concentra tion
Df 41" I jyers of8.5 mi otS&l sucrose iin 10 mM Tris. pH 7.4> and of
2.5 mi lfi'f sucrose wt-re sequenlially overlaid and centrifugad in a
Beckman SW41 rotor for 18 h at 35000 rpm Eleven or twelve l-ml
fractions were collecled. precipitaíed in6 5^' trichloroacetif add. resus-
pended in loading buflfer, and fractionated in 12'í SDS-PAGE gels.
¡mmunoelectron Mtcroscopy—MDCK cells transfecled wiih vector.
GFP-H-Raí. GFP-N-Ras. and GFP-N-Ras-h?-penariable región were
fixed with 4 ^ parafonnaldehyde in 0.1 M phosphate bufler for 1 h at
room temperaturc The cells mtn ncruped, transferted to an Eppcndorf
tube. and centrifuged for 10 min The pelltut were washed with O . I M
phosphate bufler, dehydrated in increasing conccnlrations of roeihannl
al -20 'C. embedded in Lowicr>l K4M al -20 aC, and polymenzed « u h
ullraviolet írradiation. UUrathin sections «ere mounted on nitki-1 erir|>
and sequentially incubattd with 0.1 M giyeine in PBS for 15 min. with
5^ bovine serum albumín in PBS for 1 h. and fínally wilh the mono-
clonal anti-GFP antibodies <cli)ne? 7 1 and 13 1: Roche Molecular Bio-
chemici].-. for 1 h idiluled 1100 in PBS. 11 bovtneserum albumin.0.1
M glycine1. After «aíhing. ihe MCtkaU CM incubated with goat ami-
miiu?e !gG coupled to 10-nm gold particleí BicpCell; dtluted 1:50 in
PBS. l 'í bmine serum albumín • Aftiír immunogold labeling. trn1 ukra-
thin seciioní were stained with uranyl acétale and lead citrale and
examined «ith a Philips EM20S electrón microscope operaled a' 60 k\'
As controU. ultrathin sectioní were treaied ai described abi.te but
ormmng the primary antibody.
RE.-!
Tu avotd misinterprotat ions. an inmal requisite in this prn-
H-tt wa.- IO verify that the Ras isoforms under study were
expres>ed tn those cell l ines to be ut i iued. Using antibodies
that speciftealty recognizf K-Ras. K-RJ>. and N-Ra^. we aacer<
tained that these proteins «ere detect.ible in lyMtes from
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FHJ. 1. A, endogenous levéis of H-Ras. K-Ras. and N-Ras in COS-7,
NIH3T3. and MDCK celia. Celia from confluem 100-mm plates were
collected ¡n PBS, and pellets were lysed in 250 n' of lysia buffer. The
proteins were fraettonated by PAGE, and Western blots i\VB< were
períbrmed using antibodies that specifically recognize the three RAS
isoforms. 8. concentration-dependent inhibition of the activation of
ERK2 by Ras dominant inhibitory mutónus. Kjnase assays were per-
formed using MBP as substrate, in anti-HA immunoprecipitates from
COS-7 cells co-transfected with HA-ERK2 «1 ngi and with vector i - ) or
with increasing eoncentrations <50. 100, 200, and 250 ngi of constniets
encoding H-N17. K-N1T. and N-N1T as mdicaled. and stimulHted «ith
EGF 1.100 np/mli for 5 rom after 12 h of serum starvaiion ÍMBtrpaiuU,
protein levéis of H-N17. K-N17, and N-N17 as delermined by immumi-
blotting using isoform-specific antibodies The ponéis .-.how the average
activation relative lo EGF-trealed cells from tbrpe índept-ndent exper-
imente. C, expression levéis of H-N17, K-N17, and Ñ-N17 in total
cellular lysotes, resuhing from tranüfection of 250 ng of iheir respective
roding construets. as deterrained by anti-Pan-Ras ímmunoblotting, D,
effeets of Ras dominant inhibitory mutanu on the activation of ERKü
induced hy MEKl. Kinaíe asiays were performed in anti-HA immuno-
precipitates from COS-7 cells iransfected with HA-ERK2 (] ngi in
.irldition to MEKl EE '1 (iB'1 and plaümidp ('nciiding ¡Vir HN17. K-M1T.
and N-N17 (250 ng' Lauer panel, prolein level? of RA-ERK2 as deler-
mined by immunobii.tunj; u í m t an HA-üpecific anubudy.
COS-7, NIH3T3, and MDCK cells < Fip. ÍA\ therebv validating
these three cell hnes for further expenmentatiun. A> a fir<t
approach to investígate the specificity of H-. K'4BK and N-Ras
\17 mutants (ruferred to as H-N17, K-N17. and N-N17 here-
after). we comparecí the inhibitory potential that each of the
Ras dominant interfering mutants displayed against a Ras-
activatingstimulus such as EGF>40i. As a readout, wc utilized
the activation of ERK2. whose activation by EGF ¡n COS-7 cells
has been previoualy shown lo be potently inhibited by the
original H-N17 141». For this purpose. COS-7 Cflls were tran-
.siently transfected with HA-ERK2 and with increasine concen-
trations of the three inhibitop,- mutants. L'pon ítimulation with
EGF it was found that H-. K-. and N-N17 were capablc of
EGF
MBP
WB .H-Rj*
M8P
MBP
FKJ 2. lnhibition by II-, K-. and N-Ras N17 mutan t s is rescued
by the overexpression of their respective wild-type proteins .
COS-7 cells were co-transfected with AU5-ERK211 ¡igh with vector < - i
or with 250 ng of construets for H-N17. K-N17, and N-N17 i ' i a s
indicated in the difTerent panels, in additian to increasing cancentra-
tions 1500 ng, 750 ng. and 1 jjg1 of plasmids encoding H-. K-. or N-Ras
wild typesiu'O Upon stimulation »ithEGFilO0 ng/ml' for 5 nun. afler
12 h of serum stanation. the kinase H U | I were performed in tnti-AUS
immunuprecipitates, using MBP as substrale. as desenbed under "Ma-
terial.s and Methods." Luwer panel, protein levtls of H-Ras as detír-
mined by immunobtolting using an H-Ras-specific antibody H'B, Wpst-
ern blot.
diminishing EGF-induced activation of ERK2, although tn dif-
ferent extents. At the máximum expression levéis, H-N17
caused a total repression on ERK2 activation. K-N17 inhibited
EGF-induced ERK2 activity by 88^. and N-N17 exhibited the
least inhibitory effect, only reaching a 55^ inhibition (Fig. IB).
We also monitored the protein levéis of the three N17 mutants
using antibodies specific for H-, K-. and N-Ras, verifying thai
in atl three cases, the augmentaron in their inhibitory effeets
correlflted with an increase in their protein levéis (Fig. IB,
bottom panels). Because ¡ntrinsic variations in the affinity of
the Ras isoform-speeific antibodies precluded a comparison of
the isoforms protein levéis, we also utilized a pan-Ras antibody
that recognizes equally the three Ras isoforms to ascertain that
variations in the inhibitory potential of the N17 mutants were
not due to differences in their expression. As shown in Fig. 1C,
the protein levéis of the three N]7 mutants. resulting from the
transfection of 250 ng of their coding construets, were similar.
To make sure that the inhibitory effeets of the Ras N17 mu-
tants were not due to some unspecific, Ras-tndependent proc-
ess, we co-transfected a constitutívely active mutant of MEKl
i MEKE i. known to act downstream from Ras 1361. wjth H-Xl 7.
K-N'17 and H-N17 mutants. It was füund that the activation of
ERK2 by MEKE was completely unaffected by ihe Ras inhibi-
tory mutants iFig. lí)i. thus verifying that the inhibitory ef-
feets of H-, K-. and N-Ras dominant interfering mutants wera
Ras-media ted.
It is weM knnwn th.it the inhibitory effeets of K;i- N17 ian be
overeóme by the increased expression of wild-type Ras (34. 42'
Therefore. mi tcsted whether ihe inhibition of EGF-induct-d
attivation of ERK2 by H-. K-. and N-Ras inhibuory mutants
could be rescued by an overexpression of their respective wild-
type proteins As such. ihe cells weri? transfeeled with H-X17,
Specificity ofH-Raa, A'/fa-s-, and N-Rat N17Muíante
Km. 'I. Specific rost-ue by Ras iso-
formsof tho ¡nhibition inducid by H-,
K-, and N-Ras NI7 mutanU. A. NMM
by H-, K-, and N«Kas of the inhibilion on
ERK2 activation caused by H-N 17 COS-7
cells were co-transfected with AU5-ERK2
(1 fig). with vector I - ), and with 250 ng of
HA-tagged H-N17 i •>, in addition to 500
ng. of plasmids encoding FLAG-tagged
H-, K- or N-Ras wild lypes twtJl Upon
stimulation with EGF (100 ng/ml) for 5
min, kina.se assays were performed ín an-
ti-AU5 ímmunoprecipiiaies, using MBP
as substrate. Lower paneís, protem levéis
of H-, K-, and N-Ras as determinad by
immunobloUing using spcciñc antibodies:
protein levéis of HA-H-N17 and of the
FLAG-tugged wild-type isoform* as ¡ndi-
cated. The panels show the ratio of the
HA/FLAG signáis in a representativa ex-
períment. B, rescue by H-, K-. and N-Ras
of the inhibítion on ERK2 activation
caused by K-N17, C, rescue by H-, K-, and
N-Ras of the inhibítion on ERK2 activa-
tion caused by N-N17. A-C, data show
averages t S.E. of at least five indcpend-
ent expenments, relative to thp MBP
phosphorvhuioi) levéis detectad in crintrol
«•lis.
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K-N17, and N-Nl? in addition to increasing concentrations of
plasmids encoding for their wild-type homologues, It was found
that even at their towost concentration, a 2-fold excess, H-, K-,
and N-Ras wild types remarkably rescued the restrain exerted
by their respective NI" mutants on the activation of ERK2
induced by EGF (Fig 21, These rescues were not due to a direct
activation of ERK2 by the wild-type Ras proteins, because even
at their highest levéis of expression. wild-type H-. K-, and
N-Ras activated ERK2 ver>- poorly idata not shown>.
Next. we investigated whether the inhibitory efiect exerted
by a given Ras NI" mutant couíd be restored by the overex-
pression of any of the three wild-type Ras isoforms. For this
purpose cells transfected with AU5-ERK2 were co-transfected
with equal amounts of HA-tagged H-N17. K-N17. and N-N17
and of FLAG-tagged H-. K-. and N-Ras wild types Then ERK2
activation was delerniined in anti-AU5 immunoprecipitates
upon EGF stimulation. The rescue of the dominant negative
construcLs by overexpression of the wild-type proteins is likelv
to be a threshold eíTect. As such, small variations on the ratio
of N17 and wild-type proteins may lip the balance between
inhibítion and activity. Therefore il was very importan! to
control the relalive levéis of expression of the tranífected wild
types and inhibitnry mutants in every case. Even though the
difTerent affimties exhibited by the FLAG and HA antibodi. >
toward.-: their res|H"ctive epitopes precludvd a precise compar-
ison of the concentrations of each protein, the ratio between the
HA and FLAG signáis was extremely valuable to monitor
changes in the expression of the wild-type and the inhibitory
protein; relative to each other.
Interestingly, theblockade on EGF-induced ERK2 activation
brought about by H-N 17 could only be eflectively rescued by
H-Ras. whereas K-Ras and N-Ras were solely capable of slight
rescues of 12 and 16°c. respectively i Fig 2A I. These difTerences
on the rescue capabiluies of each Ras isoform could not be
nttributed to majordifference.s on their relatre protein concen-
tration?. because the HA/FLA(i ratío was almosi identical in
all cases 'Fig. 3.4. lower panels). In a similar fashion. the
inhibitory effect exerted by K-.N17 could be entirely overeóme
by H-Ras. and K-Raa «as capable of a reptoration up to lty~r,
whereas N-Ras was completely ineffective for rtícuing the ac-
tivation of ERK2 i Fig. 3BL Likewise. the inhibítion caused by
N-N17 -.vas fully restored by N-Ras. and up U>T8ci was restored
by H-Rai. but it was unaffected by the mtpmfioa of K-Ras i Fig.
3O. These results constituted thi1 fírst evidt-r.ee for differential
behavior of H-. K-, and N-Ras N17 mutant.- : their inhibitory
We moved further to examine whether *.-.r membrane at-
tachmenl signat could influence the abilily i i a Ru isoform to
overeóme the inhibitory efiect of its respectiva N17 mutant. To
do so. we generatc-d :in H-Ras in which ejrstcioe 186 was de-
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PIG. 4. Rescue by myristoylaled H-Ras oí the inhibition on ERKJi activation caused by H-N17. A, left panel. Celular distribution of
H-Ras CAAJf mutanl proteins. COS-7 «lis were transfected with AUS-lagged H-Ras wild type (u'd. H-ACAAA', and Myr-H-ACAAX', lysates were
fraclionated as deseribed under "Materials and Methods." and protein expression was delected by anti-AU5 ¡mmunoblotiiiig. Lañe S, S100 soluble
íractiun. lañe P, P100 particulate fraction. Rtght panel. ERK2 actvvation by H-Ras CAAX mutant protems Kinase assays from cells co-transfrctíd
with HA-ERK2 (1 /¿gl. and the indjcated Ras conslrurt 1500 ng. 100 ng for H-Ras V12*. or stimulaied wilh EGF ' 100 ng/m!> for 5 min, performed
as previously deseribed. B, rescue by Myr-H-iCAAX of the inhibition induced by H-N17. COS-7 celfs were co-transfected with HA-ERK2 < 1 HK>.
with vector (lañes c and - i and wilh 250 ng of H-N17 yíanes + i, in addilion to S00 ng of plasmids encoding for the difTtrent H-Ras proteins a?
indicated. Upon stimulation with EGF (100 ng/mh for 5 min, the kinase assays were performed in anti-HA immunoprecipitales. using MBP as
subslrate. C, rescue by mynstoylated N-Ras of the inhibilion induced by H-N17 COS-7 cells were co-tranafected with HA-ERK211 #igi, «ith vector
'lañes c and - > and with 250 ng of H-N 17 ilanes - I, in adduion to 500 ng, of plasmids encoding for the diffrrt'ni Ras prutems as indicated l'pon
stimulation wfth EGF 1100 ng/ml1 for 5 min. the kinasf Msays were períbrmed in an!i-HA immunüpretipitates. using MBP as substrate.
leted iH-ACAAV) and added a c-Src myristoylation signal to its
N terminus (Myr-H-ACAAA"'. in addilion to an AU5 tag to
facilítate its detection We thervby substituid a famesylationy
palmitoylation with a m>TÍ#toylalion/palmitoylation post-
translational modification, bolh of which art eflective niem-
brane anchors (43). As shown in Fig. AA <left pane!>. although
H-^ CAAX upon loosing its farnesylation site was solubilized
and appeart'd exclusiveiy in the cellular soluble fraction, Myr-
H-ACAAX' was mainly localized in ihe particulate fraction. As
such. Myr-H-ACAAÍf could induce a slight aetivation of ERK2,
comparable with that eücited by H-Ras wild type On the other
hand, H-ACAAA" was incapable of activating ERK2 to any ex-
tent (Fig. 4A. rigkt panel i. When we tested the ability of these
constructs to rescue ihe inhibition exerted by H-N 17 on ERK2
activation by EGF, it was found that M>T-H-ACAAJf was as
competent as «fild-t^ p^e H-Raí for overcoming the blockade
brought about by H-N 17. On the other hand. H-AC.AAY was
completely ineffective < Fig. iB¡. Therefore, our results indi-
cated that myristoylated Ras proteins were as efficient as far-
nesylated forms for overcomini! the reprtííing effects of Ras
dominant inhibitorv mutants In light of xhii result. we asked
whether the substítution of th* farnesyl by a myn?toyl posl-
translatíonal modification cotüd render other Ra~ isoforms
competent for reseuing the inh:r :ior>- efft'ex.- úf H-N17 To do so.
we added a c-Src mvn-iovl;u; • ¿ignal tti ihe N terminus of a
farnesylation-deficient N-Ra¿ ta which cyfteine 1S6 was sub-
stituted by serine (Myr N-Cl6dSl. It wa_- ;bund that although
wild-type N*-Ras was only cac-able of a minor rescue on the
inhibitory effect exerted by H-N17 an EGFinduced ERK2 ac-
tivation. Myr N-C186S. which íjightly activated ERK2 per se
(data not showni. could signif-^ntlv overcjine H-N'IT inhibi-
tion, althouph not as effectiveJ • a> Myr-H-ACAASTiFig. 4O.
It was of the utmost importüce to determine to what extent
each of the Ras dominam inhir i:ory niutar.t-- could inhibit thr
activation of three Ras trofornu For this puipoae, we examined
how ALTS-tagged II NI7 K-Nl" 3nd N-N1T mterfered with ihe
GDP/GTP exchange induced by EGF on HA-tagged H-, K-. and
N-Ras, when transfected in COS-7 cells. Tríese analyses were
performed by the GTF-Ras pull-down assay, using Raf Ras-
binding domain fused to GST (441. Surprisingiy. it was found
that the nucleotide exchange induced by EGF on K-Ras was
completely blocked by H-N17 and K-N17 but was unaffected by
N-N'17 <Fig. 5.4*. even though N-N17 was expressed at levéis
comparable with those of H-N17 and K-Nl". and the wild type
and N17 reiative concentrations, assessed by the HA/AU5 sig-
náis ratio. were similar in all instances (Fig. 5A, loiver panclsi.
On the other hand. the activation of H-Ras was potently sup-
pressed by H-N 17, whereas K-N17 caused a 22T inhibition,
and N-N17 reduced its nucluotide exchange merely by 16rf
(Fig. 5B>. In a similar fashion. GDP/GTP exchange on N-Ras
induced by EGF was inhibited by H-N17 and N-N17 down to
hasal levéis, but under the same experimental setting K-N17
had no detectable effeets iFig. 5Ci.
Based on the rosults described above, becau.se N-NI7 inter-
fered with the EGF signal by specifically inhtbiting ihe activü-
tion of N-Ras without significantly affecting K-Ras and ver>'
slightly H-Ras. it vvould be conceivable that in the absence of an
endogenouí N-Kas. the ability of N-N17 to duwn-regulate EGF-
induced ERK2 activation would be severely impaired. Thtrt--
fore. we further ascertained tho speófidty range of the N-.N17
mutant in N'-Ras-nuil MEFs (20). MEFs obtained from N-Ra-
knock-out mice (—/—I and from wild-type littermatts > - / - <
were traniie-ntly co-transfected with HA-ERK2 and xvith the
AU5-Ugged H-ÑI7. K-N17, and N-N17 imitante, and ERK2
activation was determined upon stimulation with EGF. In
N Ras -' - MEFs. all three inhibiiiir,- mutants veré capable of
reducing tht- EGF-induoed KKK2 setívatioo, with K-N17 cau-
ing the ijreau-st repression. However. in N-Ras - / - MEF*.
N N17 was comp!elt-l> mefliciont for down-regulalinp the at-
tivin of ERK2 (Fig. ó/>». pruvidins a furth-r dt-nit.instration
that N'-N 17 inhibitory effeets are pnmarily mediated by N-Ra^.
It «a.- conceivable that the distinct údtibttoo
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Fie. 5. Inhibition of nurleotide excbange on ítas isoforms by
H-. K-, and N-Ras N17 mulants. A. inhibición nf nucleotide exchange
on K Ras by H-N17. K-NI7. and N-N17. Ras GTP ¡oading was datar
mined as described under "Materials and Methods" upon trealment
with EGF i100 ng/ml > for 5 min where indicated. in COS-7 cells co-
transfected wilh HA-KRas (250 ngi in ihc presunce of vector i - ' or of
H-N17. K-N17, and N-N17 (250 ng of eachi as shown. Upper panel,
HA-K-Ras-GTP levéis (rom a representative experimeni, as determined
by anti-HAimmunobiotting in affinity precipítales using tiSTRaf Ras-
btnding domain as bait Middic panel, total input. K-Ras levéis as
determined by anti HA-immunohlolting in tola! íysateí LOU.LT panel,
protetn levéis of AU5-tagged H-N17. K-N17, and Ñ-N17 as determined
by anli-AU5 immunoblotling. The numbers show the rano of the HA/
AU5 signáis in a representa ti ve experimenl. B, inhibition of nucleotide
exchange on H-Ras by H-N17. K-N17. and N-N17. The valúes were
determined as described above. C, inhibiiion of nucleonde exchange on
N-Ras by H-N17. K-NI7. and N-N17. A-C, data show averages r S.E.
of al least fivt independen! expenments D. effeets of Ras ínhibitnrv
mutanls on EGF-induced ERK2 activalion ¡n N-Ras-null MEFs. ttBF*
from N-Ras-null mice i - / - t and «ildtype littermates • -/+ i were irán-
si.ntly co-iransfecled wilh HAERK2 >1 (igi and AL'5-tagged H-N17.
K-N17. and N-N17 <250 ng of each>. L'pon stimulation «kh EGF 1100
ng/ml' for S min where indicaled i - i. kinast* a«say« «ere perfnrmed 3í
previously described Lower panela, protein levéis of HA-ERK2 and
AU5-tagjred inhibilor>- mutanls as deiermirn-d b> imniunoblotting us-
ing anü-HA and AL'5-specinc antibodies, resptctivelv VíB. Western
blot.
exhibited by H-, K-, and N-Ras dominara interfering mulants
guarded some relationship with the pattern of distríbution of
the three Ras isoforms in difTerent plasma membrane microdo-
rnains. The compartmentalization of H-Ras and K-Ras is well
documented. whereas H-Ras ¡s mamly found in lipid rafls. both
cavetilar and noncaveolar. K-Ras is present in the bulk. disor-
dered membrane <26. 27, 31, 45). Htowwer, a detailed study <m
N-Ras cellular distribution is still missing. As a first approach
to ascertain ihe nature of the plasma membrane microlocations
where X-Ras was positioned, »e carried ouf a Tritón X-100
1 2 3 * S 6 7 8 9 10 11 (racüon
WB u caveodn • •
N-wt
K-wl
WB •• HA
Fie; tí Association of N-Ras to lipid ra f t s . roS-7 i-rlls win ir.iti>
fected with HA-Ucgüd K K.\> and N-R;IK Celts s.ilubilued in n:¿r,if,
TritM X-HKI wprv partilioned ui ;i MMTOM cr.tdwnl as describid under
"M.ili-nals and Mi-thuds " The prest-mt1 of the Raí isotorm^ m Üie
difütreol (ractiotM was maiftai by .uili-HA unmunobloltmi; Anti
cavtfolin-1 tmmunoblolting identifies the lipid rafl fractinns. WB •'
ern hlot, ut, wild typf
solubility test to assay for lipid raft association, bocause lipid
rafls are insoluble in this detergent (261. As such, COS-7 cells
were transfected wilh HA-tagged K-Ras and N-Ras, and their
solubility in 0.25^ Tritón X-100 was determined. As shown in
Fig. 6, after resolution in a sucrose gradient, 75-80% of N-Ras
was detected in the same fractions as caveolin-1. a marker for
lipid rafls. On the other hand, K-Ras was completely solubi-
tized in 0.25% Tritón and appeared in the denser fractions,
thereby demonstrating a prominent association of N-Ras to
lipid rafls.
To undertake in further detail the ultras truel ural analysis of
N-Ras distribution, MDCK eells were transfected with con-
struets encoding green fluorescent protein (GFP) with N-Ras or
N-Ras hypervariable región íamino acids 163-189) fused to ¡ts
C terminus and examined using immunogold electrón micros-
copy with antibodies that recognize the GFP tag. To avoid
artifactual localizations caused by overexpression, low k-vels of
expression were chosen, that is. cultures in which Western
blotting showed a clear anti-GFP signa) but in which an anti-
N-Ras signal did not reach a 2-fold increase over the endoge-
nous N-Ras levéis idata not shown). GFP-N-Ras was clearly
localized in electron-dense áreas on the plasma membrane.
both at the cell body and tapered cellular processes i Fig. 7, A
and Bi. However, no specific labeling was dctectable in caveo-
lae 'Fig. 7A, arme), whereas in cells transfected with GFP-H-
Ras, H-Ras was clearly visible in caveolar membranes 'Fig 7C,
arrowi The comparative analysis of the subcellular diítribu-
tion of GFP-N-Ras and GFP-H-Ras showed that both fusión
proteins were detectable on electron-dense áreas of the plasma
membrane. Interesting, a high density of gold partióles was
found on the membrane domains that formed the boundary of
filopodia (Fig. 7. D-F. arrowst. Like GFP-N-Ras. some scat-
tered gold partióles of GFP-H-Ras decorated the cytosol in
áreas rich in intermedíate filaments, but in either case, no
labeling was obsened on rough endoplasmic reticulutB mem-
branes i Fig. 7,£>andG). Within the cytoplasm. gold particlesof
GFP-X-Ras immunoreactivity were mainly distributed on the
mitochondria iFig. 7//> and particularly in áreas enriched in
intermedíate filament bundles i Fig. ~G. if). No differe-nces in
localization were detected when using GFP-N-Ras hypervari-
able región when compared with GFP-N-Ras (data not shown i.
In licht of our data, we proceeded to use H-. K-. and N'-Ras
inhibnor>' mutants as lools tn investígate how the rigeata in-
duce-d by various 5timuli and GEFs. resultingtn the ac::vation
of ERK2. were affected by the differential blockade on Hat total
Ras outpui As such. NIH3T3 cells were transiently L-trans-
fected with HA-ERK2 and with the H-S17, K-N17, aad N-N17
mutanti and stimulated with PD<"iF ur wilh LPA. As ••..-i-n in
Kip. iA. the activation of ERK2 by PH(iF t u markfdh down-
regulated by H-N17 and K-N17 but not by N-NI7 iFic --A i. On
the othi'r hand. ali thre* inhibitnry mutants couid repTMS thi-
LPA-induced aclivation of ERK2. of which K-N17 cau.-«d tho
lar^i-.-t gOppfWMOP.
In ihe same fashion. we finally investigated the effectí of the
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N-Ras N-Ras
FM, 7. Immunogold electrón mi-
croscopy localizaron of GFP-N-Riu
io MDCK ri'll> using anlibodies
again-rt GPP and a secandary anti-
body conjugaícd with 10 nm gold par-
ticlcs. Specinc labcling of GFP-N-Ras is
obsorved on eleclrnn-dense áreas of the
plasma roembrane C*V and f?l Caveolae
(arrowhead in Al appear free of labeling
Conversely, GFP-H-Ras was clearly pres-
ent in caveola larrowkead in O. Note in D
the high concentration of HRas guld la-
beling on the tip of a ccllular process íar
rowhead in £». Both GFP-N-Ras and
(IFT HRas m n clearly dislnbuted on
the plasma membrane with a higher con-
centration detected on the membrane of
filopodia i£ and f . tn the cytoplasm. a
few gold partides of N Ras immunoreac
tivity decoraled the cytosol. in áreas occu-
piod by interm«liale filaments iG. i/%.
Gold partidos alsn dccur.iled the milo-
chondnal matnx <M>. Then.' was a negli-
gible Eabeling on the mugh endopbsmu-
reticulum 'RJ?/f> i/í. E. and O). Scale bars.
100 nx in A and C¡ 300 nM for the resl-
Ras inhibilory mutants in the stimulation of ERK2 by Ras-
activatmg GEFs To do so, COS-7 ceüs wereco-tran~f<ected with
HA-ERK2 and the H-N17. K-N17. and N-N17 mutants. in
addition to the different GEFs to be tested Activation of ERK2
by SOSl was equally blocked by the three ¡nhibilory mutants
'Fig. sBi. ERK2 activation by Ras-GRFl was only repressed by
R-Ñ17 but was unaíTected by K-N17 and N-N1T A similar
situaiion was obsent'd with Ras-GRF2. but in thií m e , KN17
and N-N*17 were capable* of inducing a noticeable ir.hibition on
ERK2 activation. Interestmgly. the stimulatory effectí of the
Ras exchange factor Cal-DAG 1 un the activation oí BRKZ were
complfiely unaffeett-d by H-N1T. K-N17. and N-N17 Con-
versely. Cal-DAG II behaved similarly to SOSl. t:s ability tu
activan? ERK2 was t-qually blocked by the ihree Ra,- inhibitory
mutants. On the other hand. ERK2 activation by Cal-DAG III
Wat markedly inhibited by H-N17 and tn a IMMT extent by
K-N17 and NN17 Overall. our results clearly indteated that
H-. K-. and N-Ras N17 mutants had distinct tnhib:tory etTecis
over most of ihe Ras-activating G E F Í described th j , - far
lo enable us a better interpretaiion of these resuits. we .ísc
tained the ability of the different GEFs to slimuLue
nucleotide exchange on the ihree Ras Lsofomis.
with previous resuits (15, 29 >, we found that SOS induced ex-
change on the three Ras isoformí. and Ras-GRFl was acti\'e
soleiy over H-Ras 'data not show). On the other hand. Ras-GRF2
induced a potent GDP/GTP exchange on H-Ras and to a tesser
ertent on N-Ra.« and K-Ras i Fig. SC: In the case of the CAL-DAG
family, CAL-DAG II could stimulate a remarkablc nucleotide
exchange on the three isoform.-s. On ;KT other hand. CAL-DAG 111
Cfftafyzed GDP/GTP replacemenl to a difTerent degree in the
thrt-e Raí proteins. being most activa on H-Ras and leasl ovor
KRa.<. By coniraít. CAL-DAG 1 «raJ -.ncapable of inducing ex-
change on an> of the thret Ra-
Disciis.-:
In this study we have investigaiíd :he inhibitory specificitic-1
thai H-Ra¿. K-Ras4B, and N-Raf N17 dominant inhibitory
mutanis txhibii toward ihe actr. j'¡on of the wild-type Ras
trina Wc hex* Found that H-N1T. K-N17. and N-NI7 dis-
play n-markable differences in thc.r ability to inhibit the acti-
valiun of ERív2 and thi* nuclt-.::ie exchange on H-R;i-
K-Ras4B, and N-Ras. induced b\ EGF. A ítraightforward ex-
phmation for thtse varianons v* ;'A be that the three Ras
dominant inhibitory mutants potra :¡fferent affinities toward
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Fie. 8. Effects of Ras ¡iihiliitory mutüiu- on ERK2 activation
induced by mitogeníc stimuli and Ras-aclivating GEFs. .4. effecls
of Ras inhibitory mulante on the activation ofERK2 induced by milo-
gens. NIH3T3 «lis «ere transientiy tran^fecled with HA-ERK2 > 1 ug1
and with AUS-tagged H-N17. K-N17, and V-N17 i250ngofeach>. I'pon
stimulation with PDGF' 10 ng/ml > or wiih LPA 110 fautor5 m>n where
indicaU'd. kinase assays uere perfortrod a.-* pfmeualj describid Lí>u;-t
panel, prutein levéis of HA-ERK2 as deiermined by ímmunoblottinp
using an HA-speeific antibüdy. B, eflecu of Ras inhibitory mutants on
the activalion of ERK2 induced by Ras-aclivatinn GEFs. COS-7 cells
MH transienttv transfecled with HA-ERK2 ll Mg1 and wilh AL'5-
tagged H-N17, K-N17. and N-N17 (250 ng of eachi. m addition to the
difteretu GEFs i0.5 ngi, where indicattd • - t. The kmase assays v-ere
performed as previously describid. C. GDP/GTP exchange induced on
H-, K-, and N-Ras by Rasactivating GEFs. Ras GTP loading was
determinad as desenhed under "Material* and Methods." ¡n COS7 cclls
transfecled with the índicated GEFs (0.5 (igi and the HA-tagged Ras
isoforro» (1 (igi as 3ho«n M7J. Western blot
the GEFs activated by EGF. Of all the Ras-activating GEFs
described up to date, only SOS 1-2 and Ras-GRF2 are ubiqui-
tously expressed 146. 47). In the expenmental model utilized in
this studv, COS-7 cells, we have not detected expression of
Ras-GRP2.'¿ Furthermore, Ras-GRF2 is essentially activated
by G-proteín-coupled receptors, not by the tyrosine kinase type.
like the EGF receptor <47i. Therefort. it is predictabte thai the
EGF-induced events described herem are mainly mediated by
SOS. notwithslanding ihe participation of other. as yet uniden-
tified GEFs.
To the besl of our knowledge. a comparative study un the
binding affínities that SOS exhibit; toward H-. K-. and N-Ras
has not been reported. However. ma,:or differences are not to be
expected. First, regarding the structure. the resolution of the
SOS-Ras complex haí revealed that the residues in Ras that
determine the binding to SOS are h:£hly eonserved amont1 i f
K-. and N-Ras <48>. Second, any exüting difTerenccg on tht-
binding affinities of SOS and the three Ras isoforms would hv
reflected by ihe efficiency with which SOS stimulates nucleo-
tidc exchange in H-. K- and N-Ras ir. yilra AflSUCh, it is knoun
that SOS induces GDP. GTP exchange on the three isoform? in
the hierarchv H-Ra< N'-Ras K-Ras (29'. However. thf
Fie 9 Model Cor Ros dominanl inhibilory rautants efleets on
different plasma membranc microlocations. H-Rat would b« pres-
ent in caveolae, in nuncaveolar lipid rafls where it would co-iocalize
with N-Ras, and in disordered pljsniii membrana in addition lo K-Ras
As such, HN17 would be preaenl in all of these microlocations. K-N17
presence would be restricted to bulk membrana, and N-Nl" would be
solely found in lipid rafts. Therefore, H-NtT would block the activation
i<f H-RJS mam signal in caveolae, Ihe activation of an H-Ra? secondary
signal and of N-Ras in rafls. and the activation of another H-Ras
secondarj' signal and of K-Ras in bulk membrane. On the other hand.
K-N17 inhibitory effect would be restricted to the bulk membrane,
where it would block the secondary H-Ras-medialed component and the
K-Ras signal Likewise. N-N17 would inhibit the activation of its wild-
type counterpart and 'he activation of the H-Ras component that oceurs
in lipid rafts.
recorded variations in the nucleotide replacemenl induced by
SOS on the diffexent Ras isoforms are small.! This also oceurs
for other GEFs such as Ras-GRFl. In this case, differences on
its exchange potential do not even reach 2-foid between any two
Ras isoforms <49t. In light of these considerations. il is unlikely
that distinet GEK binding affinities can account for the dra-
matic differences that H-. K-, and N-Ras N17 mutants display
in their capacity to inhibit Ras functions in EGF-induced
episodes,
An alternative explanation could be found in the recently
reported compartmentalization of Ras proteins in distinct
plasma membranedomainsr25i. It has been shown that H-Ras
is distributed approximatf ly equally in caveolar and noncaveo-
lar lipid rafts and butk plasma membrane. On the other hand,
K-Ras is localized predominantly in nonrafl bulk membrane
126, 31, 45). A recent report also locaiizes K-Ras in caveolae
Í7). However. íhis last conclusión is reached by co-locaJizaünn
with caveolin using confocat microscopy, as opposed lo tht-
previous studies that utilize electrón mieroscopy. It is debata-
ble whether confocal microscopy can offer the necessary reso-
lution to discriminate accurately between caveolae and contig-
uous bulk membrane, Herein, we present for the first time the
ultrastructural localization of N-Ras. We have found that
N-Ras is mainly present in lipid rafts, in agreement with other
investigators-3 However. we have not detected N-Ras in caveo-
lae, in contradiction to a previous report using confocal micros-
copy 1271. Our resnlU indícate that N-Ras also co-localizes with
H-Ras in the membranc and tips of ceilular prolongations and
filopodia. We have aiso detected N-Ras in mitochondria, in
consonance with previous reports (50>. something that may bt-
direetjy related to the steady-state antiapoptotic signal gener-
ated by N'-Ras 'ól Interestingly, some N-Ras co-localizes in
the cytoplasm wuh intermediate filaments, a connection un-
precedented thus !'ar It is tikely thal the N-Rasassociated with
mitochondria and intermedíate fiiamenls accounls for the por-
tion of N-Ras. abom 20^, detected in the last fractions of the
sueroso gradientí
Basine inirsi'Ki'- in thf nbovt- mentiont-d distribulion of the
thret- Ras isoform* in dislmct plasma membrane microdu-
"' \ Arozarena and P. Crespo. unpubli-.-.«i resulLs ' J. F. Hancock, prrsoii.il
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mains, we propose the tnodcl depicted ¡n Fig. 9 to explain our
results on tho inhibitory proportícs of H-. K-, and N-Ras N'17
dominant inhibitory ñútante. Al di>cussed beforc. H-Ras is
prcsent: in eaveolae, in noncaveotar lipid rafts where it co-
Incnlize.s with N-Ras, and in the disordered, bulk plasma mem-
brane whcre it co-existl wilh K-Ra~ Then-fore. >t wuuld bt
conei'ivable to find H-N1T in all ÜMM compartments. On the
other hand. tht' prosonce of K-N17 tvould bt> restricted to bulk
mcmbranc and N-N17 would be solely fnund in lipid rafts
Although H-Ras is equally presenl in Ihc three membrane
microdomains. there is evidence suggesting that H-Ras activa-
üon takes place primarily in caveolae 126, 45, 52-54). Even
though the main H-Ras signal may origínate in caveolae, the
presence of H-Ras in rafts and bulk membrane malíes it con-
ceivable that secondary, lesss intense H-Ras-mediatcd signáis
can also arise in these lucations, where the respective N-Ras
and K-Ras activation takes place as well.
As such, H-N17 would block the activation of H-Ras main
signal in caveolae, the activation of an H-Ras secondary signa)
and of N-Ras in rafts, and the activation of anothcr H-Ras
secondary signal and of K-Ras in bulk membrane. This agrees
with our data demonstrating that inhibition by H-N17 is
greatly rescued by the overexpressjon of H-Ras wild type,
which restitutes the H-Ras signal in all locations. Conversely,
H-N17 inhibition is only slightly rescued by K-Ras (121*),
which partially restores the EGF-induced signal generated in
bulk membrane, and by N-Ras (16**^ , which can only re-estab-
lish the signal in lipid rafts. On the other hand, K-N17 com-
pletely inhibití the activation of K-Ras and partially blocks
H-Ras activation i22G!-), because it can only interfere with the
H-Ras-mediated component that originales in bulk raembrane.
Because K-N17 is not present in lipid rafts, it does not affect
N-Ras activation whatsoever. Accordingly, because the K-N17
inhibitory effect is restricted to the bulk membrane, it can be
rescued by the overexpression of the Ras isoforms that are
located therein, H-Ras and K-Ras itself, as our data demón-
strate. Likewise. N-N17 completely iobJbits the activation ofits
wild-type counterpart and blocks the activation of the H-Ras
component that operates in lipid rafts 116'í i. In agreemenl, we
show that the overexprcssion of wild-type H-Ras and of N-Ras
counteraets N-N17 inhibitory effect. which takes place solely in
lipid rafts. Because N-N17 is not present in bulk membrane. it
does not affect K-Ras activation. Overall. this model reconciles
our results about the inhibitory propertics of Ras dominant
interfering mutants. with the present knowiedge on the cotn-
partmentalization of Ras isoforms. These data, obtained in
COS-7 cells. are strongly validated by our experimenta in
M-Ras-nuIl fibroblast. In this cellular setting, we demónstrate
that the absence of endogenous N-Ras severely precludes
N-N17 inhibitory effeets. without aflfecting those of H-N17 and
K-NI7
Our results also indícate that the substitution of the farnesyl
anchor for a myristoylation signal in H-Ras does not affect the
ability of the resulting mynstoylated. palmitoylaled H-Ras to
rescue the inhibitory effeci elicited by H-N17. Interestingiy.
switching the farnesyl anchor for a mvristoylation signa! also
potentiates the competence of N-Ras for counteracting the in-
hibilion exerted by H-Ras Ni7. A líke-ly explanation for there
phenomena is provided by recent reports indicating that myr-
istoylated H-Ras is distributed throueh the plasma membrane
in a similar way lo wild-type H-Ras ''29 >. Thus. it is conceivable
that mynstoylatíon would alter S-Ra^ ¡ocation within the
membrane and augment it.- concentration at sites where it
co-localizes with H-Ras. thi-reby enabiing it to counterbalance
H-N17 inhibitory effeits
Having established the ^pecificity range for H-, K-. and
N-Ras dominant inhibitory mutants. we have used th«m as
tools to investígate the relative contribution of thirir wild-type
counterparts to the signáis gencrated by a series of mitogenic
stimuii driven through different types of membraru1 rt'ci'jitors.
The use of these mutanls would also be extremely helpful for
identifyinf; ihe pluma membrane compartment in which thi•«-
signáis are generated. We have shown that tho activation of
ERK2 by EGF IÍ inhibited by the three Ras inhibitory mutants.
but to differenl extent: almosl tolai inhibition by H-N17, ti$ri
repression by K-N17, and 55% inhibition by N-N17. Because
the inhibition brought about by H-N17 resutts from btocking
the signáis generated in caveolae, rafts, and bulk membrane,
whereas the repression by K-N17 is solely due to the inhibition
of the bulk membrane-originated signal, this would suggest
that K-Ras is the main Ras isoform conveying the EGF signal
to the ERKs cascade. A similar situation is observed in the case
of PDGF, which is equalty inhibited by H-N17 and K-N17 but
is largely unafTected by N-N17, ín consonance with previous
results indicating that PDGF signáis are not efficiently con-
veyed by N-Ras (55). The prevalence of the bulk membrane
K-Ras component is also remarkable in the case of the activa-
tion of ERK2 stimulated by LPA. which is repressed most
potentlybyK-N17.
In a similar fashion, we have utilized H-, K-, and N-Ras
dominant inhibitory mutants to give us an insight into the sites
of action and isoform specificity displayed in vivo by most
Ras-activating GEFs described thus far. As such, our data
show that the activation of ERK2 by Ras-GRFl is inhibited by
H-N17 but is completely unaffected by K-N17 and N-N17. This
re3ult indicates that Ras-GRFl can only signal through H-Ras,
in perfecl agreement with previous results showing that. in
VILO, Ras-GRFl induces GDP/GTP exchange in H-Ras but not
in K-Ras ñor in N-Ras 1151. A similar situation is observed for
Ras-GRF2; only in this case, K-N17 and N-N17 can slightly
diminish the signal elicited by this GEF. These results could be
interpreted as Ras-GRFl inducing the activation of H-Ras
solety in caveolae. whereas Ras-GRF2 would be capable of
activating, to a lesser extent, the lipid rafts and bulk mem-
brane componente of the total Ras signal. Indeed, we demón-
strate that Ras-GRF2 is capable of stimulating GDP/GTP ex-
change on N-Ras and on K-Ras, although at lower levéis than
on H-Ras.
In the case of CAL-DAG III, its potential to actívate ERK2 is
remarkably inhibited by H-N17, and to a lesser extent by
K-N17 and N-N17, thereby pointingtotheH-Ras/caveolar com-
ponent as the main route used by this GEF for activating
ERK2. Also in the case of this GEF, the effeets exhibited by the
Ras inhibitorv mutants on its function match clostly its affinity
for the three Ras isoforms as demonstrated by in vivo exchange
assays. As such. we show that CAL-DAG III is primarily active
on H-Raí and exhibits weaker exchangt activities on N-Ras
and K-Ras
Particularty intriguing situations are those detected for
SOS1 and CAL-DAG II. in these two cues, the three Ni7
mutantr suppress ERK2 activation with similar eíTiciency.
This «as unexpected because, in lighl BÍ our model. if the
signáis generate-d in caveolae. rafís. and bulk membrane were
equal. H-N17 would be expected to exen J greater inhibition
than the other twu NI7 mutants Althourh we do not have a
precise answer for this phenomenon. one possible explanation
could be that the expression levéis of ihese GEFs are high
enough ai to overeóme the ¡nhibitory effnrií of the N17 mu-
tants in all locauons. A second possibility « .'uld be that the Ras
dominant inhibitory mutants completelv ¿uppress the activa-
tion of ERK2 brought about by the total RA- component and the
residual activation being due to thc stirr.ulatiun by SOS or
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CAL-DAG II of an ERK-activating pathway mediated by an-
other GTPasc. Indeed. both SOS and CAL-DAG II can stimu-
lale nucleottde exchungt? on M-Kas, and CAL-DAG II ia also
active ovor TC21 iñ6). A sjmil.ir situation m;iy be oceurring in
the caso of CAL-PA(i I. W« and uthers 1161 have demonstntU'd
Ihnt this GEK cannot induce nucleotide exchange on any of the
Üiree Has isofonns. Nt'vcrlhek's.s, our resulta clearly show that
CAL-DAG I can induce .i potent ERK2 activaiion that i* insen-
sible to inhibition by H-N17. K-N17. and N-NI7. Because CAL-
DAG J is an effectivo UEF for Rap 1 (16>. it M likdy that
CAL-DAG I may be activating ERK2 through a Rap > B-Raf >
MKK pathway, independently of Ras.
In summary, our data clearly indícate that, regardless of the
fact that the three Ras isoforms share most known GEFs, the
inhibitory spectra of H-, K-. and N-Ras N17 domínant inhibí-
tory mutants are remarkably different. Furthermore, we show
that the inhibitory specifleities displayed by these mutants can
be reasonably explained in view of the recent fíndings on the
compartmentalization of Ras proteins in distinct membrane
microdomains. This situation may find a precedent in the case
of Rho family GTPases. H is now well known that raost Dbl
family GEPs are active on Rho, Rae, and Cdc42 (35). However.
the widespread use of Rho, Rae, and Cdc42 dominan t inhibitory
mutants has yielded remarkably specific inhibitions. In Iight of
our findings, it is likely that this specificiiy is also based to a
great extent on the mierolocalization of each Rho family menv
ber. As is the case for the Rho GTPases dnminant inhibitory
mutants, our results provide the basis for H-, K-, and N-Ras
dnminant inhibitory mutants to become useful tools for further
investigating Ras functions and the diflerences among H-Ras.
K-Ras, and N-Ras.
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